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OZET

Tez calismas: kapsaminda, Iskenderun Kérfezi’nde ticari trol 6rneklemeleri ve donamimli dalislar ile iilkemiz sularindan
istilact tiirler olarak kabul edilen bes balon balig1 tiirli Lagocephalus sceleratus, L. spadiceus, L. suezensis, Sphoeroides
pachygaster ve Torquigener flavimaculosus, istilact lesepsiyen yengec Charybdis longicollis ve uzun dikenli
denizkestanesi Diadema setosum’™un 6rneklemeleri yapilmistir.

Orneklemesi yapilan bu tiirlerin biyomedikal endiistrisinde kullamim alanlar1 belirlenerek ekonomiye kazandirilmasi
amaglanmustir. Bu kapsamda L. sceleratus’un disinden hidroksiapatit elde edilmistir. Elde edilen hidroksiapatitin elemental
kompozisyonunun ana yapist %52 kalsiyaum ve %39 fosfat, %2,5 manganez, %1,5 magnezyum, %1 titanyum, %0,8
vanadyum ve %3,2 diger elementlerden olusmaktadir. Hidroksiapatitin Ca/P oran1 ise 1,32 olarak bulunmustur. Yapilan
XRD analizi sonuglarina gore, L. sceleratus disinden elde edilen hidroksiapatitin insan disleriyle uyumlu oldugunu ortaya
cikarilmstir. L. sceleratus derisinden asitte ¢6ziiniir kolajen yontemi kullanilarak kolajen ve jelatin ekstrakte edilmistir.
Caligma kapsaminda elde edilen kolajen orani %50,9, jelatin miktari ise %20.63 olarak bulunmustur. Elde edilen kolajenin
nem, protein ve aminoasit igerigi analizleri yapilmistir. Tez caligmasi kapsaminda &rneklemesi yapilan balon baligi
tiirlerinden (Lagocephalus sceleratus, L. spadiceus, L. suezensis ve T. flavimaculosus) alinan yumusak dokularin (kas,
solungag, karaciger ve beyin) ve dislerin agir metal birikimi analizleri ICP-MS kullanilarak incelemistir. Yapilan analizler
sonucunda dis ve beyin dokusundaki metal birikimleri benzerlik gostermistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda ilk defa balik
disinin ¢evresel indikator olarak kullanilabilecegi ortaya ¢ikarilmistir. Tez ¢alismast kapsaminda drneklemesi yapilan L.
sceleratus, T. flavimaculosus ve S. pachygaster tiirlerinin kas, ytlizgec, deri ve iskeletinden doku 6rnekleri alinmis ve
standart fenol kloroform yontemi ufak modifikasyonlar ile kullanilarak mtDNA ektraksiyonu tamamlanmustir. Tiirlerin
dokularindan edilen mtDNA, Cyt b gen bolgesi kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilmistir. Elde edilen 18
sekans icin Genbank'tan MZ 512179-MZ 512196 kodlariyla erisim numaralari alinmistir. Tez ¢alismast kapsaminda
orneklemesi yapilan lesepsiyen yengec C. longicollis kabuklarindan kitin ve kitosan ekstrakte edilmistir. Kabuklardan
ekstrakte edilen kitin orant %25,78 olarak hesaplanmistir. Ekstre edilen kitinden iiretilen kitosan verimi ise %80,23 olarak
tespit edildi. Yapilan FTIR ve XRD analizleri sonucunda elde edilen kitinin yapisinda proteinlerin yani sira amino-
polisakkarit alfa kitin igeren bir yap1 gosterdigi tespit edilmistir. Calisma kapsaminda drneklemesi yapilan D. setosum un
kabugunun karakterizasyonu FTIR ve XRD yontemiyle ortaya ¢ikartlmistir. XRD analizi sonuglarindaki yansimalarin
CasMgCsO1s kimyasal formiiliine sahip kalsit ile %91, MgsO4 kimyasal formiiliine periklaz ile %9 oraninda ortiistiigii
tespit edilmistir.

Ulkemiz sularinda dagilim gosteren istilac1 yabanc: tiirler kendi sularimizdaki yerli tiirler {izerinde baski kurarak hem
ekolojik hemde ekonomik yonde negatif sonuglar dogurmustur. Bu tiirlerin insanlar tarafindan tiiketilmemesi ekosistemde
sayilarinin giderek artmasina ve baskin hale gelmesine neden olmaktadir. Bu tez caligmasi sayesinde tiirlerin hangi
alanlarda ve nasil kullanilacagi ortaya ¢ikarilmig ve basarili bir sekilde {irlinler elde ederek ekonomiye kazandirilmasi
saglanmistir. Bu tez ¢alismasi sonucunda, istilaci yabanci tiirler ile miicade yontemi olarak en giivenilir yolunun bu tiirlerin
ekonomiye kazandirilmasi oldugu ortaya ¢ikarilmusgtir.

Bu ¢alisma Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK 2211-C Yurti¢i Oncelikli Alanlar Doktora Burs
Programn), Yiiksekdgretim Kurulu (100/2000 YOK Doktora Bursu Programi) ve Iskenderun Teknik Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinatorligii (2019LTB-01) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

In this study, five pufferfish species Lagocephalus sceleratus, L. spadiceus, L. suezensis, Sphoeroides pachygaster
and Torquigener flavimaculosus, invasive lessepsian crab Charybdis longicollis and long- spiny sea urchin Diadema
setosum were sampled by commercial trawling and scuba dives in Gulf of Iskenderun.

It is aimed to determine the usage areas of these sampled species in the biomedical industry and to bring them into
the economy. In this context, hydroxyapatite was obtained from the teeth of L. sceleratus. The elemental composition
of the obtained hydroxyapatite consists of 52% calcium and 39% phosphate, 2,5% manganese, 1,5% magnesium,
1% titanium, 0,8% vanadium and 3,2% other elements. The Ca/P ratio of hydroxyapatite was found to be 1,32.
According to the results of the XRD analysis, it was revealed that the hydroxyapatite obtained from the L. sceleratus
tooth was compatible with human teeth. Collagen and gelatin were extracted from L. sceleratus skin using the acid
soluble collagen method. The rate of collagen obtained within the scope of the study was 50,9%, and the amount of
gelatin was found to be 20,63%. Moisture, protein and amino acid content analyzes of the obtained collagen were
made. ICP-MS was used for heavy metal accumulation analysis of soft tissues (muscle, gill, liver and brain) and
teeth from pufferfish species (Lagocephalus sceleratus, L. spadiceus, L. suezensis ve T. flavimaculosus) sampled
within the scope of the thesis study. According to the results obtained, metal deposits in tooth and brain tissue were
similar. As a result of the studies, it was revealed for the first time that fish teeth can be used as an environmental
indicator. Tissue samples were taken from the muscle, fin, skin and skeleton of L. sceleratus, T. flavimaculosus and
S. pachygaster species, which were sampled within the scope of the thesis study, and mtDNA extraction was
completed by using the standard phenol-chloroform method with minor modifications. The mtDNA obtained from
the tissues of the species was amplified by Polymerase Chain Reaction using the Cyt b gene region. Accession
numbers were obtained from Genbank with codes MZ 512179-MZ 512196 for the 18 sequences obtained. Chitin
and chitosan were extracted from the shells of the Lessepsian crab C. longicollis, which were sampled within the
scope of the thesis study. The rate of chitin extracted from the shells was calculated as 25,78%. The yield of chitosan
produced from the extracted chitin was determined as 80.23%. As a result of FTIR and XRD analyzes, amino-
polysaccharide alpha chitin containing structure was obtained as well as proteins. The characterization of the shell
of D. setosum, which was sampled within the scope of the study, as revealed by FTIR and XRD methods. It shows
that the reflections in the XRD analysis results overlap 91% with calcite with the chemical formula CasMgC¢O;s and
9% with periclase chemical formula Mg4Os.

Invasive alien species distributed in our country's waters have exerted pressure on native species in our waters,
resulting in negative ecological and economic consequences. The fact that these species are not consumed by humans
causes their numbers to increase and become dominant in the ecosystem. This thesis was revealed the areas and
usage methods of this species in marine biotechnology applications and obtained economically valuable end protucts.
This study was supported by the Scientific and Technological Research Council of Turkey (TUBITAK-2211/C
National PhD Scholarship Program for Priority Areas), Council of Higher Education (100/2000 PhD scholarship
program) and Iskenderun Technical University Scientific Research Projects Coordinatorship (2019LTB-01).

Key Words . Hydroxyapatite, biomaterial, biomedical, chitin, chitosan, DNA barcoding
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1. GIRIS

Biyoteknoloji, endiistriyel {retimde canli organizmalarin ve biyolojik siireclerin
kullanilmas: ile biyoloji, kimya ve teknik bilimlerin birlestigi noktada ortaya c¢ikan
disiplinler aras1 bir alandir. Bu nedenle biyoteknoloji, ¢esitli degerli maddelerin ve {iriinlerin
iiretimi ve islenmesi i¢in canlilardan veya canlilardan elde edilen yan {iriinleri inceleyen
dogal ve teknik bilimlerin bir biitliiniidiir (Kenney, 1986). Biyoteknolojik uygulamalar
genellikle ilag, kimya, kozmetik, gida, tarim, bilisim endiistrileri gibi pek ¢ok alanda

kullanilmaktadir.

Diinyanin % 70’ini kaplayan okyanuslar ve denizler, yerkiirede bulunan su kaynaklarmin
yaklasik %97’sini icermektedir. Bu alanlar yeryiiziindeki toplam biyogesitliligin yaklasik
%350’sini olusturmaktadir. Zengin kaynaklari ele alindiginda denizel ekosistemler karasal
ekosistemlerle karsilastirildiginda daha zengin biyoaktif kaynagidir. Bu ylizden son yillarda
denizel biyotada yapilan caligmalar hizli bir gelisim gostermektedir (Bollinger, Thies,
Katzke ve Jaeger, 2018). Denizel ekosistemde yasayan canlilardan ya da bu canlilardan
dogal {iriinlerden teknoloji, enerji veya hizmet iiretilmesi “denizel biyoteknoloji” olarak

tanimlanmaktadir (Querellou, Cadoret, Allen ve Collén, 2010).

Nispeten yeni bir yaklasim olan denizel biyoteknoloji 1950’li yillarda Tethya crypta
stingerinde antiviral ilag kesfi ile baglamistir (Bergmann ve Feeney, 1951). Daha sonraki en
onemli gelisme ise 2000’11 yillarin baglarinda HIV tedavisinde bagisiklik giiclendiris olarak
kullanilan Zidovudin (AZT) ve antiviral Asiklovir kesfedilmesiyle tekrar onem kazanmistir
(Newman ve Cragg, 2004; Leary, Vierros, Hamon, Arico ve Monagle, 2009; Querellou ve
digerleri, 2010). Deniz kaynakli saglikli gidalarin siirdiiriilebilir iiretiminin saglanmasi ve
insan saglhig icin yararlanilacak biyomateryallerin elde edilmesi, endiistriyel kullanim
amacli enzimlerin, biyopolimerlerin ve pek cok farkli amag i¢in kullanilabilecek cesitli
biyolojik materyallerin {iretimi, denizel biyoteknolojinin yaygin kullanim alanlaridir. Deniz
veya tatli su kaynaklarindan biyomateryallerin eldesi ve bunlardan proteinlerin, enzimlerin
ve ikincil metabolitlerin ¢ikartilmasini saglayabilecek teknolojileri gelistirmek, gida,
kozmetik ve saglik sektorlerinde yeni ticari iirlinler, polimerler, enzimler ve biyolojik
materyaller gibi igletilebilir tiriinlerin gelistirilmesi 6nem biiylik arz etmektedir (Hossain ve

Jahan, 2021).



Son yillarda denizel ekosistemler biyoaktif bilesikler bakiminda zengin bir kaynak olarak
tanimlanmaktadir. Bir¢ok yararli ve etkili maddenin deniz canlilariin dokularinda
bulundugu ve bu canlilara has iiriinler oldugu bilinmektedir (Ozkaya, Erdogan ve Altunok,
2013). Bununla beraber bu canlilardan elde edilen birgok iiriin o canlilar ile endobiyotik ya
da epibiyotik iliski icinde olan mikroorganizmalar tarafindan iiretilmektedir. Deniz kaynakli
ikincil metabolitlerin sahip oldugu anti-tiimdr, antiproliferatif, fotoprotektif, antibiyotik ve
antimalaryal gibi Ozellikler sayesinde kimya endiistrisi i¢in her gegen giin daha fazla ilgi

cekici hale gelmektedir (Cragg ve Newman, 2013).

Biyomateryaller, tedavi etme, giigclendirme, onarma veya teshis amacli tibbi bir amag i¢in
biyolojik sistemlerle etkilesime girmek lizere tasarlanmis maddelerdir. Biyomalzemeler
canli dokularla temas iginde oldugu icin onlar1 dogru bir ara¢ haline getiren benzersiz
ozelliklere sahip kaynaklardir. Giiniimiizde biyomateryal bilimi tip, doku miihendisligi,
biyokimya ve fizik gibi alanlarla igbirligi ¢alisan ve gelecek vaat eden bir alan olarak

tanimlanmaktadir (Giiven, 2010).

Biyomateryaller, yasam beklentisini arttirmak i¢in viicudun sorunlu kismu ile biitiinleserek
hasarli dokuyu restore eder, onarir veya degistirir (Pu'ad, Koshy, Abdullah, Idris ve Lee,
2019). Biyomateryaller dort gruba ayrilirlar. Bunlar; metaller, seramikler, polimerler ve
kompozitlerdir (Arjunan, Baroutaji, Robinson, Praveen, Pollard ve Wang, 2021).
Biyomateryaller, biyouyumluluk, stabilize edilebilirlik, islevsellik ve iiretilebilirlik olarak
dort ozellige sahip olmalidir (Dogdu, Turan, Depci ve Ayas, 2021). Biyomateryallerin,
uyumlu olmasi, toksik olmamasi, stabil olmasi, yeterli mekanik kuvvete sahip olmasi, uyum
gosterebilmesi, biiylik miktarlarda islenebilme ve fabrikasyon kolayligi gostermesi,
ekonomik agidan siirdiiriilebilir olmas1 istenmektedir (Ozalp ve Ozdemir, 1997). Son
yillarda gelistirilen biyomateryaller genellikle, ortopedik uygulamalarda eklem protezi ve
kemik yenileme materyali olarak, yiiz ve ¢ene cerrahisinde, dis implantlarinda, yapay kalp
parcalarinda, kalp kapake¢iginda, sonda, bel kemigi enstriimantasyonlarinda, metal
pargalarda, vidalarda, delikli vidalarda, vida pullarinda, ¢ivilerde, fiksator tellerinde, kalga
plaklarinda, anatomik plaklarda, acili plaklarda ve viicuda yerlestirilebilir cihazlarda da

kullanim alan1 bulmaktadir (Tiiylek, 2017).



Denizel biyomateryaller, onemli uygulamalari olan ve yeni ortaya c¢ikan bir arastirma
alanidir. Son yillarda yapilan caligmalar ve g¢esitli uygulamalar ile deniz kaynakli
biyomateryallere biliyiilk 6nem verilmeye baglanmistir (Gomez-Guillén, Giménez, Lopez-
Caballero ve Montero, 2011; Kim ve Venkatesan, 2013; Yu, Tang, Gohil ve Laurencin,
2015; Dogdu, Turan ve Ayas, 2019). Yapilan ¢alismalarin etkisiyle denizel biyomateryaller
tilketicileri de c¢eken giiclii bir pazar konumu kazanmistir (Kim ve Venkatesan, 2013).
Kiiresel pazarda biyomateryallerin 2008'de 25,6 milyar dolar olan piyasa 2015'de 64,7

milyar dolara ulagsmis ve 2027'de 315,9 milyar dolara ulagsmas1 beklenmektedir.

Deniz canlilari, kitin, kitosan, kolajen, karajenan, fukoidan ve aljinat gibi polisakkaritlerden
olusur. Bunlar biyolojik ve biyomedikal uygulamalarda énemli bir rol oynamaktadir (Kim

ve Venkatesan, 2013).

Deniz canlilarinin kemiksi yapilarinda bulunan dogal bir biyopolimer olan kitin; diinyada
seliillozdan sonra en yaygin olarak bulunan biyopolimerdir. Kitin dogada genellikle, deniz
yosunlari, tek hiicreliler, solenterler, molluskalar, eklem bacaklilar, bakteriler, mantarlar,
bocekler ve bazi bitkilerde bulunur. Ticari kitin/kitosan tiretiminde kullanilan en zengin
kaynaklar ise; yengec, karides, 1stakoz ve kerevit kabuklaridir (Vézquez, Rodriguez-Amado,
Montemayor, Fraguas, Gonzédlez ve Murado ve digerleri, 2013). Diinyada yillik kitin
iiretiminin yillik yaklasik 15 450 tondur. Bunun 5 768 tonu karides, 4 017 tonu deniz
kabuklularindan, 3 296 tonu mantarlardan ve 2 369 tonu istiridyelerden karsilanmaktadir

(Wang, Shih, Liang ve Wang, 2002).

Kitinin en 6nemli tiirevi olan kitosan, bir¢ok formda kullanilabilir ve ticari olarak elde edilir.
Kitosan, dogal yapida bir polisakkarit ve katyonik Ozelligi olan polimerdir. Diger
polimerlerle karsilastirildiginda biyolojik olarak hi¢ bir toksik etkisi yoktur, diisiik bir
bagisiklik tepkisi olusturur ve daha ucuz elde edilir. Kitosan, asetik asit, formik asit gibi
seyreltik asitlerde ¢Ozliniir. Asit ortamda amino gruplarinin protonasyona ugramast
sonucunda ise suda ¢oziinebilir (Kurita, 2001; Berger ve digerleri, 2014). Kitosanin kullanim
alanlar1 genel olarak; cerrahi malzemelerde dezenfektanlar olarak tiretimi, tohum biiylimesi
ve ¢cimlenmesinde, haserelere kars1 tohumlar iizerine koruyucu olarak, gidalarin bozulmasini
onlemek i¢in koruyucu malzemelerin {iretimi, antifungal malzeme olarak taze iiriin saklama
yetenegini gelistirmek i¢in, cilt yaniklar1 tedavisinde, kan kolesteroliiniin azaltilma,

enzimlerin stabilitesinde ve proteinlerin analizinde, ¢cimlenme ve verim artis1 saglamakta,



bitkiler de koklenme ve kuru agirh@inin artirmasi, lif ve elyaf iiretimi, kozmetik
malzemelerde, petrol iiriinleri ve niikleer malzemelerin rafine edilmesi, anti-alerjik ilaglar
iretiminde, su ve atik-su aritma sistemlerinde, petrol ile kirlenmis suyun aritilmasi,
radyoaktif ve organik bilesiklerde, pestisitleri i¢ceren endiistriyel atik sularin aritilmasi, metil

civa asetat, asetaldehit, arsenik ve petrolde klor bilesikleri aritilmasi olarak siralanabilir.

Kitin ¢ogu ¢oziiciilerde ¢oziilmez ve kitosan ise pH 6,5’dan daha diisiik pH degerlerinde
organik asidik c¢ozeltiler i¢cinde ¢oziilebilir buna karsin kitosan, kitosan nanopartikiillere
dontistirildiiglinde c¢oziilme oOzelligine sahip olacaktir. Trimetil nanokitosan suda
cozlinmeyen ilaglar i¢in kullanilmaktadir. Bu nanopartikiiller biyoyararilik ve diisiik
toksisite 6zelligine sahiptir. Kitosan nanopartikiiller, kitosan soliisyonunun gibi tripolifosfat
ve polianyon dahil stirekli karistirma kosulu altinda olusur. Bu nanopartikiiller sonra toplanir
ve hedef 6zgiil ila¢ uygulamalarinda ve gen terapisinde kullanilmaktadir (Guerra-Sanchez,
Vega-Pérez, Velazquez-Del Valle ve Hernandez-Lauzardo, 2009; Cardoso, Lins, Dos
Santos, Silva, ve Campos-Takaki, 2012; Stamford, Stamford-Arnaud, Cavalcante, Macedo

ve Campos-Takaki, 2013; Chatterjee ve Guha 2014).

Kolajen, c¢ok cesitli endiistriyel wuygulamalara sahip oldugu i¢in en yararh
biyomalzemelerden biri olarak kabul edilir (Schmidt ve digerleri, 2016). Hayvan derisi ve
kemiginin bag dokusunun Onemli bir temel proteini olan kolajen toplam proteinlerin
yaklagik %30'unu olusturur (Ogawa, Moody, Portier, Bell, Schexnayder ve Losso, 2003;
Zhang, Li, Ding, Liu ve Li, 2013; Dogdu ve digerleri, 2019). Inek ve domuz gibi karada
yasayan hayvanlarin derilerinden izole edilen kolajen gida, kozmetik, biyomedikal ve ilag
endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Li ve digerleri, 2013). Ilaglar, proteinler ve
genler i¢in bir arag¢ olarak kullanilmasinin yani sira insan cildi, kan damarlar1 ve baglar i¢in
bir ikame olarak da kullanilir (Gémez-Guillén ve digerleri, 2011). Ancak karasal kaynaklar,
bulasici siingerimsi ensefalopati (TSE), ayak ve agiz hastaligi (FMD) ve kus gribi gibi bircok
hastalig1 tasidigr icin artik tercih edilmemektedir. Bu nedenlerden dolayr yeni kolajen
kaynaklarinin gelistirilmesine ihtiyag¢ vardir (Dogdu ve digerleri, 2019). Son yilarda yapilan
arastirmalar 6zellikle denizel yan iiriinlerin kolajen ekstraksiyonu i¢in alternatif kaynaklara
odaklanmistir (Nagai, Yamashita, Taniguchi, Kanamori ve Suzuki, 2001; Ogawa ve
digerleri, 2003; Sadowska, Kotodziejska ve Niecikowska, 2003; Muyonga, Cole ve Duodu,
2004; Senaratne, Park ve Kim, 2006; Sionkowska ve digerleri, 2006; Hwang, Mizuta,
Yokoyama ve Yoshinaka, 2007; Zhang, Liu, Li, Shi, Miao ve Wu, 2007; Wang, An, Xin,
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Zhao ve Hu, 2007; Bae, Osatomi, Yoshida, Osako, Yamaguchi ve Hara, 2008;
Kittiphattanabawon, Benjakul, Visessanguan, Kishimura ve Shahidi, 2010; Tang, Chen, Su,
Weng, Osako ve Tanaka, 2015; Meng ve digerleri, 2019; Sousa ve digerleri, 2020).

En 6nemli biyopolimerlerden biri olan jelatin, gida ve ilag¢ endiistrisinde fonksiyonel ve
teknolojik oOzelliklerinden dolayr yaygin olarak kullanilmaktadir (Rohman, Windarsih,
Erwanto ve Zakaria, 2020). Gida endiistrisinde jelatin; sekerlemelerde temel olarak
cignenebilirlik, tekstiir ve kopiik stabilizasyonunu ve diistik yag igerikli iirtinlerde siiriilebilir
kremsi yapi i¢in, siit {iriinlerinde stabilizasyon ve tekstlir saglamak ig¢in, firinlanmig
iiriinlerde emiilsifikasyon, jellesme ve stabilizasyonu ile et {irlinlerinde su baglamay1
gelistirmek i¢in kullanilmaktadir (Haug ve Draget, 2011). ilag endiistrisinde jelatin, sert ve
yumusak kapsiillerin iiretiminde de yaygin olarak kullanilir (Gullapalli ve Mazzitelli, 2017).
Jelatinin, diisiik kalorili olmas1 nedeniyle protein miktart diisiik olan gida maddelerindeki
protein seviyesini arttirmak i¢in kullanimi 6nerilmektedir ve viicut gelistirici gidalarda
ozellikle faydali bulunmustur. Ayrica, jelatin diyabet hastalari i¢in formiile edilen gidalarda
karbonhidrat seviyesini azaltmak i¢in de kullanilmaktadir (Karim ve Bhat, 2009). Denizel
canlilardan elde edilen kolajen/jelatin, memeli kaynaklara gére daha iyi bir alternatif olarak
vurgulanmaktadir (Dogdu ve digerleri, 2019). Ozellikle daha diisiik erime noktas1 ve agizda
daha hizl1 dagilma gibi kalite 6zellikleri ile 6n plana ¢ikmaktadir. Buna ragmen, balik jelatini
iiretimi halen baslangic seviyesindedir ve diinya yillik jelatin {iretiminin yaklasik %1,5’ine
katkida bulunmaktadir. Ulkemizin yillik 5 000 ton jelatin ihtiyacinin hepsi ithal olarak
karsilanmaktadir (Giindiiz, Oztiirk, Hamzacebi ve Akpinar, 2018).

Hidroksiapatit (HA) ve kalsiyum fosfat seramik malzemeler, dogal kemik ile yakin
benzerlikleri nedeniyle implant malzemeleri olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Biyomalzemeler, canli dokularla temas i¢inde olduklar1 icin biyolojik kaynakli seramik
malzemeler sentetik malzemelere gore ¢ok daha fazla tercih edilmektedir (Lee, Choi, Yoon,
Kim ve Park, 2013; Srivastava, Srivastava, Srivastava ve Chandra, 2015). Kimyasal ve
yapisal agidan bakildiginda, formiilii Caio (PO4)s(OHz) olan HA, kemiklerin ve dislerin
inorganik kismma en ¢ok benzeyen malzemedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, hem
yogun hem de gozenekli yapida olan HA nin, miikkemmel biyoaktivite, osteokondiiktivite ve
osteoindiiktivite gosterdigi i¢in ortopedik ve dental uygulamalarda implant materyalleri
olarak kullanilmistir (Best, Porter, Thian ve Huang, 2008; Boutinguiza, Pou, Comesafia,

Lusquifios, De Carlos ve Ledn, 2012; Venkatesan ve Kim, 2014; Dogdu ve digerleri, 2021).



Canlilardan elde edilen kemiksi yapilarin tiir tayininde fenotipik 6zellik bulunmadiginda ya
da morfolojik acidan benzerlik gosterdiginde, molekiiler genetik teknikler ile DNA dizileri
cok sayida karakteristik Ozellik sagladiklarindan dolay1r ¢oziimleyici olarak kullanilirlar
(Turan, Giirlek, Ergiiden, Uyan, Karan ve Dogdu, 2017a). Bu amagcla bir canliya ait
DNA’nin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) teknikleri ile c¢ogaltilarak bir sekans
dizilenmesi ile tanilanmasini saglayan taksonomik bir yontem olan DNA barkodlama ile
canlilarin  smiflandirilmasi, tartismali  durumda olan tiirlerin  tanimlanmasinda

kullanilmaktadir (Hebert, Penton, Burns, Janzen ve Hallwachs, 2004; Yatkin ve Giiz, 2018).

1869 yilinda Suveys Kanali’nin agilmasindan itibaren Hint-Pasifik kokenli (lesepsiyen) ve
Atlantik-Akdeniz kokenli tiirlerin, Kizildeniz’den ve Atlantik Okyanusu’ndan Akdeniz
ekosistemine goclerinin siirekli devam ettigi goriilmektedir. Tiirkiye sularma giren
lesepsiyen tiirler iilkemiz sularindaki yerli tiirler lizerinde baski kurarak ekolojik ve
ekonomik ydnde negatif sonuglar dogurmaktadir (Turan, Giirlek, Ozeren ve Dogdu, 2017b).
Akdeniz ekosistemine giris yapan lesepsiyen tiirler, yerli tiirlerin degerlendirmedigi ekolojik
nigleri degerlendirmesi, kolay populasyon olusturmalar1 ve ikili rekabette yerli tiirler
izerinde baskin olmas1 bu gociin siirekli olacaginin bir gostergesi olarak yorumlanmaktadir
(Ergiiden ve Dogdu, 2020). Siire¢ halen yabanct tiirlerin yerli tiirler lizerinde baskisi seklinde
yasanirken, yerli tiirlerin bulundugu alanlarda baskin hale gecen yabanci tiirlerin yerini yeni
gelen yabanci tiirlerin almasi1 da beklenilen bir durumdur. Bolgede biyogesitlilik iizerine
siirdiirtilen ¢caligmalar bahsedilen bu degisikligin sadece birkag yil i¢erisinde yasanabildigini
gostermektedir (Giirlek, Erguden, Dogdu ve Turan, 2016). Bu nedenlerden dolay1 tilkemizin
yerli tiirlerine iizerinde baski kuran tiirlerle miicadele etmenin 6nemi giin gegtikce
artmaktadir. Bu tiirlerle miicadele etmenin en kolay ve islevsel yolu, tiirlerin ekonomiye

kazandirilmasidir (Zenetos ve digerleri, 2012).

Bu ¢alisma kapsaminda, iilkemiz sularindan istilaci tiirler olarak kabul edilen bes balon
balig1 tiirti Lagocephalus sceleratus, L. spadiceus, L. suezensis, Sphoeroides pachygaster ve
Torquigener flavimaculosus, istilac1 lesepsiyen yenge¢ Charybdis longicollis ve uzun
dikenli denizkestanesi Diadema setosum’un biyomedikal endiistrisinde kullanim alanlari

belirlenerek ekonomiye kazandirilmasi amaglanmigtir.

Calisma kapsaminda tilkemiz sularinda populasyon olusturan baslica istilaci deniz tiirlerinin

secilmesinin en Onemli nedenlerinin basinda, segilen tiirlerin ekonomik olarak higbir



getirisinin olmamas1 ve siirdiiriilebilir populasyonlarinin varligidir. Tez ¢aligmast
kapsaminda segilen tiirler denizel ekosisteme verdikleri zararlarin yani sira balikgilik
sektoriine ciddi ekonomik zararlar sebep olmaktadir. Bu tez ¢alismasi ile tiirlerin hangi
alanlarda ve nasil kullanilacag1 ortaya cikarilmasi ve bu tiirlerden iirtinler elde ederek
ekonomiye kazandirilmasi amaglanmistir. Boylelikle secilen istilact deniz tiirlerinin

iilkemize ekonomik girdisinin saglanmas1 hedeflenmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Hidroksiapatit ile Tlgili Calismalar

Ozawa ve Suzuki (2004) Pagrus major’un atik kemiklerinden izole ettikleri HA nin Ca/P
oranin kalsiyum eksikliginden dolay1 tespit edememislerdir. Ancak, elde edilen HA nin
biyolojik ve ¢evresel olarak uyumlu malzemeler icin ekonomik bir seramik oldugunu ve

balik kokenli hidroksiapatitin potansiyel bir seramik kaynagi oldugunu bildirmislerdir.

Lee, Lee ve Yoon (2007) miirekkep baligi kemiginden HA ekstrakte ettikleri calismalarinda
Ca/P oranlarin1 1,38 ile 1,82 arasinda bulmuslardir. Elde ettikleri sonuglara gore bildirilen
Ca/P araliginda orana sahip HA malzemeleri biyomedikal alaninda kullanilabilecegini

bildirmislerdir.

Bahrololoom, Javidi, Javadpour ve Ma (2009) sigir uyluk kemigi, koyun uyluk kemigi,
koyun kafatasi yass1 kemiginden HA ekstrakte ederek karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda Ca/P
oranlarini 1,46-2,01 araliginda bulmuslar ve bu aralikta bulunan HA’lerin ortopedik ve dis

uygulamalarinda kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Huang, Hsiao ve Chai (2011) Oreochromis sp. pullarindan HA ekstrakte ettikleri
caligmalarinda Ca/P oranini 1,78 olarak bulmuslardir. Elde edilen sonuglar 1s18inda balik
pullarindan elde edilen HA’nin maliyetli ve ¢evre dostu bir hidroksapatit kaynagi oldugunu

ve tibbi uygulamalarda kullanilabilecegini bildirmistir.

Venkatesan, Qian, Ryu, Thomas ve Kim (2011) Thunnus obesus kemiginden alkalin
metoduyla HA ekstraksiyonu yaptiklart c¢alismalarinda Ca/P  oranin1 1,76 olarak
bildirmislerdir. Elde edilen HAnin sadece biyomedikal uygulamalarda degil ayn1 zamanda

cevresel indikator olarak da kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Boutinguiza, Pou, Comesana, Lusquifios, De Carlos ve Ledn (2012) Xiphias gladius ve
Thunnus thynnus’dan HA ekstrakte ettikleri calismalarinda Ca/P oranlarini sirastyla 1,87 ve
1,86 olarak bulmuslardir. Elde edilen HA’nin yiiksek Ca/P oranindan dolayr kemik

iyilesmelerinde kullanilabilecegi sonucuna varmiglardir.
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Kongsri, Janpradit, Buapa, Techawongstien ve Chanthai (2013) Tilapia nilotica baliginin
pulundan ekstrakte ettikleri HA’nin CA/P degerini 1,63 olarak bildirmislerdir. Baliklardan

elde edilen HA nin sentetik HA gore ekonomik ve daha yararli oldugunu bildirmislerdir.

Piccirillo, Pullar, Costa, Santos-Silva, Pintado ve Castro (2015) yaptiklar1 ¢alismada morina
balig1 kemiklerinden HA ekstrakte etmis ve elde edilen HA’nin biyomedikal endiistrisinde

kullanilabilir performansta oldugunu bildirmislerdir.

Mondal, Mondal, Mondal ve Mandal (2016) Labio rohita ve Catla catla baliklarinin
pullarindan HA ekstrakte ettikleri calismalarinda Ca/P oranlarmi 1,70-1,73 araliginda
bulduklarini bildirmislerdir. Elde ettikleri HA nin sitotoksik etkisinin olmadigini1 ve memeli
hiicre hatlar1 i¢in dogal bir baglanma afinitesine sahip oldugunu, ayrica balik pulundan elde
edilen HA’nin yakin gelecekte doku miihendisligi uygulamalar1 icin alternatif bir

biyomateryal kaynagi olarak kullanilacagini bildirmislerdir.

Muhammad ve digerleri (2016) sazan baliklar1 pullarindan ekstrakte ettikleri HA’ nin Ca/P
oranini 1,60 olarak bulmuslardir. Elde edilen HA’nin biyomedikal alaninda

kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Pon-On, Suntornsaratoon, Charoenphandhu, Thongbunchoo, Krishnamra ve Tang (2016)
Probarbus jullieni kemiginden elde ettikleri HA’nin fiziko-kimyasal, biyoaktivite ve
biyolojik 6zelliklerini inceledikleri ¢aligmalarinda Ca/P oranini 1,65 olarak bildirmislerdir.
Sentetik HA ile ekstrakte ettikleri HA’y1 karsilagtirdiklarinda dogal HA nin kemik doku

mithendisligi caligmalarinda daha 1yi bir potansiyeli oldugunu bildirmislerdir.

Sunil ve Jagannatham (2016) Roho labio nun kemiklerinden yaptiklar1 HA ekstrakte
caligmasinda Ca/P oranini 1,63 olarak tespit etmisler ve elde edilen HA ’nin biyomedikal

endiistrisinde geni bir yelpazede kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Alparslan, Baygar ve Baygar (2017) Dicentrarchus labrax ve Sparus aurata pullarini
karigtirarak izole ettikleri HA calismasinda Ca/P oranimi 1,70 olarak bulmuslardir. Su
iirlinleri isleyen igletmelerin yan {iriinii olan bu balik pullarin, yiliksek kaliteli HA elde etmek
icin ekonomik ve erisilebilir bir hammadde olarak kabul edilebilecegi sonucuna vardiklarini

bildirmislerdir.
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Pal, Paul, Choudhury, Balla, Das ve Sinha (2017) Later calcarifer baligmin kemiklerinden
ekstrakte ettikleri HA’nin Ca/P oranin 1,62 olarak bildirmislerdir. Bu oranin stokiyometrik
HA'e yakin oldugunu ve ortopedik implant ve doku miihendisli§i uygulamalar1 igin

kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Biazar ve digerleri (2020) Caspian kutum kemiklerinden HA ekstraksiyonu gerceklestirmis
ve Ca/P oranini 1,82 olarak bulmuslardir. Ekstrakte edilen HA nin ekonomik bir kaynak
oldugunu ve kemik ikameleri icermesi nedeniyle sentetik HA bir alternatifi olarak

kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Da Cruz ve digerleri (2020) Oreochromis niloticus baliginin kemiginden HA ekstraksiyonu
yaptiklar1 ¢aligmalarinda Ca/P oranin1 1,66 olarak bulmuslardir. Elde edilen HA nin diisiik
maliyetli bir hammadde oldugunu, ortopedi ve dis hekimliginde kemik rekonstriiksiyonunda
ve yeni biyomalzemelerin gelistirilmesi i¢in kompozit iiretiminde kullanilabilir oldugunu

bildirmislerdir.

Hasan, Ghazali ve Mohtar (2020) Amblygaster sirm kemiklerinden gerceklestirdikleri HA
ekstraksiyonu sonucunda Ca/P oranimi 1,67 olarak bulmuslardir. HA ekstraksiyonunda
verimliligi yiiksek olan balik kemiklerinin herhangi bir pazar i¢in ticarilestirilebilecegini ve
bircok uygulama icin potansiyel bir biyomateryal olarak kullanilabilir oldugunu

bildirmislerdir.

Latif ve digerleri (2020) Thunnus thynnus baligindan HA ekstrakte ettikleri ¢caligmalarinda
Ca/P oranimi 1,60 olarak bulmuslardir. Elde dilen bu HAnin igerdigi Ca, Mg, Sr, Na, K ve
Zn elementleri sayesinde biyouyumlulugunun yiiksek bir malzeme oldugunu ve biyomedikal

uygulamalar i¢in faydali bir {iriin oldugunu bildirmislerdir.

Permatasari, Wati, Anggraini, Almukarramah ve Yusuf (2020) Chanos chanos ve Clarias
batrachus kemiklerinden gerceklestirdikleri HA ekstraksiyonu sonucunda Ca/P oranlarini

C. chanos i¢in 1,66 C. batrachus igin 1,68 olarak tespit etmislerdir.

Sathiyavimal ve digerleri (2020) Lethrinus lentjan baligimin kemiklerinden HA ekstraksiyon

caligmasinda Ca/P oranini 2,33 olarak bulmuslardir. Elde edilen HA nin biyo-gdriintiilleme
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ve kemik dokusu miihendisligi uygulamalarinda kullanilabilecek biyouyumlu bir malzeme

oldugunu bildirmislerdir.

Surya, Nithin, Sundaramanickam ve Sathish (2020) Sardinella longiceps kemiklerinden HA
ekstraksiyonu yaptiklari ¢calismalarinda Ca/P oranini 1,67 olarak tespit etmislerdir. Ekstrakte
ettikleri HA nin biyomedikal uygulamalar icin toksik olmayan, etkili ve biyouyumlu bir

kemik grefti oldugunu bildirmislerdir.

Wijedasa, Broas, Daso ve Banerjee (2020) Salmo salar ve Lutjanus campechanus
kemiklerinden HA ekstraksiyonu yaptiklari ¢aligmalarinda Ca/P oranim sirasiyla 1,56 ve
1,62 arasinda bulmuslardir. Yaptiklar1 analizler sonucunda elde ettikleri HA nin periodontal
doku rejenerasyonunda kullanilabilecek umut verici niteliklere sahip oldugunu

bildirmislerdir.

Liu ve digerleri (2021) Carassius carassius pulundan HA ekstrakte ettikleri ¢alismalarinda
Ca/P oranini 1,78 olarak bildirmislerdir. Calisma sonucunda elde ettikleri HA nin ¢evresel

ve ekonomik bir kaynak oldugu sonucuna varmislardir.

Purwaningrum, Riyanti, Said, Hariani ve Handayani (2021) Lutjanus campechanus
kemiklerinden HA ekstraksiyonu yaptiklar1 ¢aligmalarinda Ca/P oranin1 1,67 olarak tespit
etmislerdir. Elde edilen HA’nin yiiksek adsorpsiyon kapasitesi ile biyomalzeme olarak

kullanilabilecegini bildirmislerdir.

2.2. Dokularin Cevresel Indikator Olarak Kullanilmasi ile ilgili Calismalar

Appleton, Lee, Kapusta, Damek ve Cooke (2000) Clethrionomys glareolus dislerinden agir
metal icerigi analizi yaptiklar1 g¢aligmalarinda kursun, kadmiyum, c¢inko, bakir ve
stronsiyuma igeriklerini tespit etmislerdir. Memeliler grubunda olan kirmizisirtli fare
ornekleri iizerinde yapilan bu ¢alisma sonucunda endiistriyel emisyonlardan kaynaklanan
yiiksek kirlilik seviyelerinin, dislerde ortaya ¢ikan yiiksek agir metal konsantrasyonlartyla
iligkili oldugu sonucuna varmiglardir. Ayrica kii¢iik memelilerin dislerinin, agir metaller

tarafindan kirletilen ¢evreler i¢in hassas ve giivenilir bir indikatér oldugunu bildirmislerdir.
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ve Chmielnicka (2000) 1990-1997 yillar1 arasinda yiiksek kursun ve kadminyum kirliligine
maruz kalan Polanya’nin Katovige bolgesinde yasayan insanlarin sag, dis ve tirnak drnekleri
ile yaptiklar1 calismalarinda, agir metal birikimi insanlarin yaglarina gore degistigini ve elde
edilen sag, dis ve tirnak 6rnekleri sonuglarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini

bildirmislerdir.

Asaduzzaman ve digerleri (2017) 50 ayr1 ¢esitli etnik koken, yas, cinsiyet, meslek, beslenme
aligkanlig, ikamet yeri vb. dis hastalarindan topladiklar1 dislerin agir metal igerigi
analizlerini yapmislardir. Elde edilen sonuglara gore endiistriyel emisyonlar ve
sehirlesmeden kaynaklanan kirliligi yansitan digdeki yliksek konsantrasyona sahip agir
metal seviyelerinin bir indikator olarak kullanilabileceginin ve dislerin kirlilik hakkinda

kronolojik bilgi verebilecegini bildirmislerdir.

Eken, Aydin, Turan ve Uyan (2017) Antalya Korfezi’'nde yakalanan Lagocephalus
sceleratus 0rneklerinin kas ve derisi iizerinde yaptiklar agir metal ¢alismalarinda, ¢inko,
kursun, bakir, demir ve manganez igerdigini tespit etmislerdir. Kas dokularinin deriye gore

daha iyi bir indikatdr oldugunu bildirmislerdir.

Karunanidhi, Rajendran, Pandurangan ve Arumugam (2017) gliney Hindistan’da tiiketilen
Takifugu oblongus, Lagocephalus guentheri, Arothron hispidus, Arothron immaculatus ve
Chelonodon patoca'nin farkli organlardaki (deri, doku, karaciger, bobrek, solungag, bagirsak
ve yumurtalik) agir metal konsantrasyonu incelemislerdir. Calisilan tiirlerin tiim dokularinda
kursun, kadmiyum, ¢inko ve bakir tespit etmislerdir. Analiz sonuglarina gére agir metal

konsantrasyonlar1 tiim i¢ organlarda kas dokularina gore ¢ok yliksek bulmuslardir.

Eken, Turan, Aydin ve Karan (2018) Lagocephalus suezensis tiirlinlin kas ve derisindeki agir
metal birikimini inceledikleri caligmalarinda, analiz yapilan kas ve deri orneklerinde
kadmiyum, bakir, kursun, kobalt, krom, demir, nikel ve ¢inko elementlerini tespit
etmislerdir. Calistiklar1 organlar karsilastirildiginda kas dokusunda daha fazla agir metal

birikimine rastlamiglardir.

Ayas ve Kosker (2018) calismalarinda Mersin Korfezi'nde yakalanan farkli yas
gruplarindaki Lagocephalus sceleratus orneklerinin kas ve karaciger dokularindaki agir

metal diizeylerini aragtirmislardir. Aragtirillan 6rneklerde yiliksek miktarda kadmiyum,
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kursun, krom ve arsenik tespit etmislerdir. Ayrica yaptiklar1 ¢calismada balon baliklarinin
yaslarinin artmasiyla birlikte hem kas hem de karaciger dokularinda belirlenen agir metal

diizeylerinin arttig1 gozlemlemislerdir.

Kosker ve digerleri (2018) Mersin Korfezi’nde yakalanan Lagocephalus sceleratus kas
ornekleri ile yag asidi profili, mineral ve agir metal seviyelerini arastirmiglardir. Elde edilen
agir metal sonuglarina gore balon balig1 kas orneklerinde yiiksek miktarda kusun ve bakir

metallerini tespit etmislerdir.

Kosker, Ozogul, Ayas, Durmus ve Ucar (2019) iilkemizde dagim gdsteren balon baligi
tirleri Lagocephalus sceleratus, L. spadiceus, L. suezensis ve Torquigener
flavimaculosus "un kas ve karaciger dokular1 iizerinde agir metal birikimi analizi yapmislar
ve elde edilen sonuglara gore kas ve ciger dokularinda yiiksek miktarda kusun, kadminyum

ve krom elementlerini tespit etmislerdir.

2.3. Kolajen ve Jelatin ile flgili Calismalar

Nagai, Araki ve Suzuki (2002) Takifugu rubripes dersinden asitte ¢oziiniir kolajen (ASC) ve
pepsin ¢oziiniir kolajen (PSC) yontemiyle kolajen ekstraksiyonu yapmislar ve iki yontemi
karsilagtirmiglardir. Calismada ASC ve PSC verimliligini sirasiyla %10,7 ve %44,7 olarak
bulmuslardir. Elde edilen sonuglar 1s18inda 7. rubripes dersinde elde edilene kolajenin

alternatif bir kaynak olma potansiyeline sahip oldugunu bildirmiglerdir.

Senaratne ve digerleri (2005) Lagocephalus gloveri’nin derisinden kolajen ekstraksiyonu
yaptiklari calismalarinda kolajen oranin1 %54,3 olarak tespit etmislerdir. Yaptiklari analizler
sonucunda, elde ettikleri kolajenin endiistriyel amagclar i¢in s1gir ve domuzlardan elde edilen

kolajene alternatif kaynak oldugunu bildirmiglerdir.

Nalinanon (2006) Priacanthus tayenus derisinden ASC ve PSC yontemiyle kolajen elde
ettikleri ¢alismalarinda ASC verimligini %19,76, PSC verimliligini ise %13,03 olarak tespit
etmislerdir. Yapilan analizler sonucunda PSC yontemiyle kolajen ekstraksiyonu

caligmalarinda elde edilen kolajenin diisiik molekiiler agirlik gosterdigini bildirmislerdir.
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Liu, Li ve Guo (2007) Ictalurus punctaus derisinden ASC ve PSC yontemiyle kolajen elde
ettikleri ¢alismalarinda ASC verimligini %25,8, PSC verimliligini ise %38,4 olarak tespit

etmislerdir. Ayrica elde edilen kolajenlerin %23’den fazla glisin igerdigini bildirmislerdir.

Yan ve digeleri (2008) alaska mezgiti Theragra chalcogramma derisinden Tip 1 kolajen elde
ettikleri ¢aligmalarinda glisin oranimni %19,71 olarak bildirmislerdir. Analizler sonucunda
elde edilen kolajenin sigir veya domuz derisinden elde edilen kolajenlerden farkli aminoasit

bilesimine ve termal stabiliteye sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Tsukamoto, Yokoyama, Suzuki, Mizuta, Yoshinaka ve Akahane (2013) kaplan balon balig
Takifugu rubripes’in kas, deri, kemik, sindirim sistemi, solungag, yiizge¢, hepatopankreas
ve hava kesesinden asetik asit yontemiyle kolajen ekstrakte etmislerdir. Kullanilan dokular
icerisinde en yiiksek kolajen deride (%19,97+3,21'), en diisiik ise hepatopankreas'ta
(%0,4240,07's1) tespit etmiglerdir. Diger dokularin kolajen igeriklerini %0,95+0,07 (kas),
%9,55%0,39 (kemik), %2,78+0,45 (sindirim sistemi), %2,71+0,32 (solungac), %4,29+0,37
(ylizgec) ve %5,41+0,78 (hava kesesi) oldugunu bildirmislerdir.

Sionkowska, Koztowska, Skorupska ve Michalska (2015) yaptiklar1 ¢alismada Brama
australis derisinden %1,5 verimlilikle kolajen elde etmislerdir. Calistiklar tiirden elde edilen

Tip 1 kolajenin verimliliginin diisiik oldugunu bildirmislerdir.

Iswariya, Velswamy ve Uma (2018) Lagocephalus inermis derisinden kolajen ekstrakte
caligmast yapmis ve ASC verimliligini %43,1 ve PSC verimliligini %56,6 olarak tespit
etmislerdir. Elde edilen kolajeninin yiliksek verimi ve miikemmel biyo-uyumlulugunun umut

verici bir biyomateryal olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Chen ve digerleri (2019) yaptiklar1 calismada Takifugu flavidus derisinden kolajen ekstrakte
etmislerdir. Elde edilen Tip 1 kolajenin verimliligini %67,3 olarak bulmuglardir. Elde edilen
kolajenin igerdiginde yiiksek oranda glisin ve prolin aminoasitlerinin bulundugunu tespit

etmislerdir.

Lin ve digerleri (2019) biiyiik gozlii tuna balig1 Thunnus obesus derisinden kolajen ekstrakte

ettikleri caligmalarinda kolajen oranin1 %17,17 olarak tespit etmislerdir. Elde ettikleri Tip 1
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kolajenin iyi bir potansiyele sahip oldugunu ve kozmetik ve biyomedikal alanlarinda

kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Abdel-Aal (2020) Oreochromis niloticus derisinden ASC ve PSC yontemiyle kolajen
ekstraksiyonu yapmiglar ve iki yontemi karsilastirmislardir. Sonuglar, ASC ve PSC
verimliligini sirastyla %4,30 ve %1,84 oldugunu gostermistir. Elde edilen kolajenlerin
aminoasit i¢eriginde glisin ve alenin oranlarinin yliksek oldugunu tespit etmislerdir. Calisma
sonucunda deriden kolajen ekstraksiyonunun ASC yonteminin daha verimli oldugunu

bildirmislerdir.

Baehaki, Widiastuti, Nainggolan ve Gofar (2020) Channa striat derisinden asetik asit,
hidroklorik asit ve sitrik asit ile kolajen ekstrakte ettikleri caligmalarinda kolajen
verimliligini asetik asitte %84,07, hidroklorik asitte %43,03 ve sitrik asitte %3,25 olarak
tespit etmislerdir. Elde edilen bu sonuglar asetik asittin deriden kolajen elde etme

caligmalarinda daha yiiksek verimlilikle kullanildigin1 gostermektedir.

Sousa ve digeleri (2020) Gadus morhua derisinden kolajen ekstrakte ettikleri ¢aligmalarinda
kolajen oranim1 %13,84+0,013 bulmuslar ve elde ettikleri kolajenin Tip 1 oldugunu
bildirmiglerdir. Elde edilen kolajenin yiiksek verimli olmasindan dolayr biyomedikal,

kozmetik ve farmasotik alanlarda kullanilabilirligini ortaya ¢ikarmiglardir.

Song, Liu, Sun, Li ve Hou (2021) Oreochromis niloticus ASC ve PSC yontemiyle kolajen
elde ettikleri ¢aligmalarinda ASC verimligini %8,14, PSC verimliligini ise %7,60 olarak
tespit etmislerdir. Analizler sonucu O. niloticus’dan elde edilen kolajenin verimliliginin

diisiik oldugunu bildirmislerdir.
2.4. Kitin ve Kitosan ile ilgili Cahismalar
Naczk, Synowiecki ve Sikorski (1981) tarafindan kimyasal metot ile yesil yengeclerin

(Carcinus maenas) kitin igeriklerinin tespiti ile ilgili arastirma oldugunu ve bu aragtirmada

kitin iceriginin %12,6 ile %14,5 arasinda degistigini bildirmistir.
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Shahidi ve Naczk (1989), kabuklularda kitin i¢eriginin tiire, beslenme durumuna, mevsime
ve cografik sartlara gore degismekle birlikte yenge¢ ve karideslerin kuru kabuk agirliginin

%17-32 oraninda kitin i¢erdigini bildirmislerdir.

Calvo, Remufian-Lopez, Vila-Jato ve Alonso (1997) gerceklestirdikleri kitosan sentez
calismasinda, kitosan nanopartikiili olusturmus ve kontrollii salimindaki etkilerini
incelemiglerdir. Parcaciklarin olusumu, kitosanin tripolifosfat gibi bir ¢apraz baglayici ajan
ile iyonik etkilesmesine dayanmaktadir. Meydana gelen kitosan nanopartikiilii 250-1000 nm
araligindadir. Kitosan nanopartikiiller, farkli derisimlerde hazirlanan asetik asit ¢ozeltileri
icerisinde ¢Ozdiiriilmiistiir. Arastirmacilar minimum pargacik boyutuna en diisiik derigim

degerlerinde ¢alisarak ulagmiglardir.

Zheng ve Zhu (2003) calismalarinda iyonik jellesme teknigi ile kitosan nanopartikiilii sentezi
gerceklestirmiglerdir. Elden edilen pargaciklarin boyut araligi 90-220 nm’ dir. pH,
kitosan/capraz baglayic1 oram1 ve deasetilasyon derecesi gibi parametrelerin pargacik

biiytikliigii lizerine etkisini incelenmistir.

Lu, Weng ve Zhang (2004) kitinin asit hidroliziyle kitin kil-kristalleri hazirlamislardir. Kil
kristallerinin ortalama boyutlar1 500 nm uzunluk ve 50 nm ¢ap olarak gézlemlenmistir. Kitin
kil kristallerini soya protein izolati termoplastiklerine katmis ve kil kristalleri sadece
matriksin gerilme oOzelliklerini degil, ayn1 zamanda suya karsi direncini de oldukca

gelistirmistir.

Nadarajah (2005), istakoz kabuklarindan geleneksel metot ile elde edilen kitosanin
viskozitesi 8 cP, deasetilasyon derecesi %83,06, nem %2,19, kiil %0,35 ve azot %7,35 olarak
bulunurken, dekolorizasyon asamas1 uygulanmadiginda viskozitenin yiikseldigi (48 cP) ve
diger parametrelerin fazla degigsmedigini belirtmektedir. Ayni ¢alismada yazar, kuru agirlik
esas alinarak %10-55 oranlarinda kitin ihtiva eden organizmalarin kitin bakimindan zengin

tiirler oldugunu belirtmistir.

Crespo, Martinez, Herndndez ve Yusty (2006), yiiksek performansli sivi kromotografi
metodu ile kar yengecinde (Chionoecetes opilio) kitin igerigini %5,36+2,1 olarak tespit

etmistir.
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Nessa, Masum, Asaduzzaman, Roy, Hossain ve Jahan (2010) atik karides kabugundan kitin
ve kitosan elde ettikleri calismalarinda kitin verimini %20, kitosan verimini ise %16,4-19,6
oraninda bulmuslardir. Calismada 6zellikle N-deasetilasyon derecesinin kullanilan kabuk

cesidine gore degistigini bildirmislerdir.

Limam, Selmi, Sadok ve El Abed (2011) pembe karides Parapenaeus longirostris ve mantis
karidesi Squilla mantis kabugundan kitin ve kitosan elde ettikleri ¢alismalarinda Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus bakterileri kullanarak iirlinlerin
antimikrobiyal ve antifungal 6zellikleri ortaya ¢ikarmislardir. Yaptiklari analizler sonucunda
iki tiirden yiiksek antibakteriyel ve antifungal aktivitelere kitin ve kitosanin {iretilebilecegini

ortaya ¢ikarmiglardir.

Wang ve digerleri (2013) Antarktika krili Euphausia superba kabugundan kitin ekstrakte
etmis ve elde edilen kitinin kristal yapis1 ve termal 6zelliklerini karakterize etmislerdir.
Yapilan analizler sonucunda Antarktika kril kitininin a-polimorfuna karsilik geldigini,
kiigiik, kararli ve tek bi¢imli mikro kristallerden olustugunu saptamislardir. Ayrica kitinin

N-deasetilasyon derecesi %11,28+0,86 olarak bulmuslardir.

Kumari, Paul, Jayan, Sasikumar ve Cherian (2014) rohu balig1 Labeo rohit pulundan kitin
ve kitosan ekstrakte ettikleri ¢calismalarinda fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi
(FTIR) ile yapilan analizlerde balik pullariin kitin ve kitosan i¢in uygun bir hammadde
kaynagi oldugun ve kitosan makro molekiillerindeki tiim fonksiyonel gruplar netlestigini

bildirmistir.

Paul, Jayan, Sasikumar ve Cherian (2014) Fenneropenaeus indicus kabuklarindan kitin ve
kitosan izole ettikleri ¢alismalarinda kitosan verimi %57,69 olarak bulmuslardir. Yapilan
analizler sonucunda elde edilen kitin ve kitosanin insan patojenlerine karst miikemmel bir
antimikrobiyal aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. Bu nedenle F. indicus’tan elde edilen
kitin ve kitosanin ilag endiistrisi, gida ambalaji, su aritma, ilag teslimati gibi ¢esitli alanlarda

kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Kaya, Baran ve Karaarslan (2015) yengeg, kerevit ve karides kabuklarindan gelistirdikleri
yeni bir metotla kitin ekstrakte etmislerdir. Calisma sonucunda kitin verimini yengeg

kabugunda %13,4, kerevit kabugunda %15,3 ve karides kabugunda %14,8 olarak
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etmislerdir. Termogravimetri (TGA), FTIR, X 1sm kristalografisi (XRD) ve elementel
analizinden elde ettikleri verilere dayanarak ortaya cikardiklari yeni kitin ekstraksiyon
yonteminin geleneksel yontemlerle kiyaslandiginda daha kisa islem stiresi ve daha ekonomik

olmas1 bu yontemi daha avantajli hale getirdigini bildirmislerdir.

Bolgen, Demir, Ofkeli ve Ceylan (2016) yaptiklar1 ¢alismada mavi yengec Callinectes
sapidus kabuklarindan kimyasal izolasyon yontemiyle kitin ve kitosan izole etmislerdir.
Cikarilan kitinden fiiretilen kitosanin verimini %77,78 olarak hesaplamislardir. Elde edilen
kitosanin ytiksek verimliligi ile biyomedikal uygulamalarda doku miihendisligi iskele olarak

kullanilmas1 potansiyelinin oldugunu bildirmislerdir.

Kaya ve digerleri (2016) yapiklar1 calisma ile mavi yenge¢ Callinectes sapidus kabugundan
klasik kimyasal yontem kullanilarak kitin ve kitosan izole etmiglerdir. Kitin i¢erigini %12,1,
kitosan igerigini ise %76 olarak tespit etmislerdir. Calisma kapsaminda C. sapidus’ dan elde
edilen kitosanin insan ve balik patojenik mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktivite

gosterdigi bildirilmistir.

Al Shagsi, Al Hoqgani, Hossain ve Al Sibani (2020) Portunidae segnis kabugundan klasik
kimyasal yontemle kitin izolasyonu yapmislardir. Kitin igerigini ortalama %25, kitosan

igerigini ise ortalama %75 olarak bulduklarini bildirmislerdir.

Bernabé ve digerleri (2020) yaptiklar1 ¢alisma ile Aegla cholchol kabuklarindan kitin ve
kitosan izolasyonunu saglamis ve bunlarin Candida spp. mayalarina karst antifungal
aktivitelerini incelemislerdir. Kitin igerigini verimliligini %9,6 olarak bulmuslardir.
Analizler sonucunda A. cholchol’den elde edilen kitinin Candida albicans, Candida
parapsilosis, ve Candida glabrata mayalarina kars1 yiiksek antifungal aktivite gosterdigini
tespit etmiglerdir. Sonug olarak Aegla cholchol kabuklarindan elde edilen kitinin bulasici

hastaliklarin 6nlenmesi i¢in potansiyel uygulamalarda bulunulabilecegini bildirmislerdir.

Huang, Bi, Pang, Sun, Feng ve Chen (2020) diinyada en ¢ok avlanan yengeg¢ olan at yengeci
Portunus trituberculatus atik kabuklarindan kitosan izolasyonu gergeklestirmis ve ortalama
%79,86 oraninda verim elde etmislerdir. Yaptiklari analizler sonucunda elde edilen kitosanin
miikemmel 6zelliklere sahip tibbi sinif kitosan oldugunu ve endiistriyel iiretim i¢in uygun

oldugunu bildirmislerdir.



19

Narudin, Mahadi, Kusrini ve Usman (2020) camur yengeci Scylla serrata kabuklarindan
kitin ve kitosan izolasyonu gerceklestirmisler ve kitinde %16,8, kitosanda %84,7’lik
verimlilik elde etmislerdir. Elde ettikleri kitin ve kitosanda kristallik oranlarini sirasiyla

%60,1 ve %73,8 olarak saptamiglardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Tez calismasinda bes balon baligi tiirti Lagocephalus sceleratus, L. spadiceus, L. suezensis,
Sphoeroides pachygaster ve Torquigener flavimaculosus, istilact lesepsiyen yengec
Charybdis longicollis ve uzun dikenli denizkestanesi Diadema setosum tiirleri kullanilmistir.

3.1.1. Lagocephalus sceleratus’un biyolojik ozellikleri

Tiiriin Sistematikteki Yeri ve Ayirt Edici Ozellikleri

Lagocephalus sceleratus (Gmelin 1789)

ALEM: Animalia

SUBE: Chordata

SINIF: Vertebrata

UST SINIF: Pisces

SINIF: Actinopterygii

TAKIM: Tetraodontiformes

FAMILYA: Tetraodontidae

CINS: Lagocephalus

TUR: Lagocephalus sceleratus (Benekli Balon Balig1)

Viicutlar1 uzun ve ince fuziform seklinde olup, yanlardan basiktir. Sirt1 gri renktedir ve
iizerinde diizensiz dagilim gosteren siyah benekler bulunur (Bkz. Resim 3.1). Viicudunun
lateral bolgesinde agizdan kuyruga kadar uzanan glimiis renkli bant bulunur. Karin bolgesi
beyazdir ve ve piirtiiklii bir yapiya sahiptir. Goz ve agiz arasinda giimiis renkte bir leke
bulunur. Pektoral yiizge¢ baslangici siyah renktir. Dorsal ve anal yiizgecler simetrik olup
kisa tabanlidirlar. Kuyruk yiizgecinin sekli yarim ay bi¢imindedir. Pektoral yilizge¢ genis
baslangi¢a sahiptir ve yuvarlak kenarlidir, 6niinde tek bir solunga¢ acikligi bulunmaktadir.
Viicutlart pullarla kapli degildir. Pul yerine karin ve sirt bolgelerinde kiigiik spikiiller
bulunmaktadir. Pelvik yiizgec¢leri yoktur (Turan, Ozturk, Erguden, Gurlek, Yaglioglu ve
Uygur, 2007; Boustany, El Indary ve Nader, 2015).
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Resim 3.1. Lagocephalus sceleratus’un genel goriiniimii

L. sceleratus tiirli tim balon baliklarinda oldugu gibi karsilastiklar1 tehlike aninda su yutarak
viicudunu sisirmektedirler. Bu 6zellikleri onlari iri gosterir ve yutulmalarii zorlagtirarak
tehlikelerden korunmalarini saglar (Khalaf, Saad, Jemaa, Sabour, Lteif ve Lelli, 2014).
Bildirilen maksimum uzunluk 110 cm’dir. Genel olarak 40 cm uzunlugunda bulunurlar
(Froese ve Pauly, 2021). Dort parcadan olusan dis yapilar1 mevcuttur ve disleri keskin ve

saglam yapidadir (Dogdu ve digerleri, 2021).

Dagilimi ve Beslenme Aliskanliklari

Hint-Pasifik kokenli olan L. sceleratus tropik sularda yasar ve Siiveys Kanali’nin agilmasi
ve iklim degisikligi etkisiyle Akdeniz’in 1sinmast sonucunda Kizildeniz’den Akdeniz’e

yayilim gostermistir (Bkz. Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Benekli balon baliginin Akdeniz’deki dagilimi

250 metre derinlige kadar dagimim gosteren benekli balon baliklar1 genellikle 100 m
derinlikte kumlu deniz diplerinde yasarlar (Yaglioglu, Turan, Erguden ve Gurlek, 2011).
Besin kompozisyonu genellikle karides ve yengec gibi kabuklulardir. Ayrica, kendi tiirlerine
ait bireyler de dahil olmak {izere baliklar, kalamar ve siibye gibi tiirler olusturur (Froese ve
Pauly, 2021). Dislerinin yapisindan dolayi sert kabuklu deniz canlilarini kolayca yiyebilirler.
L. sceleratus beslenme aligkanliklar1 ve balik¢iliga verdikleri zararlardan dolayi, Avrupa
Yabanci Tiir Bilgi Ag1 (European Alien Species Information Network) tarafindan istilact

yabanci tiir olarak ilan edilmistir (Carvalho ve digerleri, 2019).

Tetrodotoksin Durumu

Molekiiler formilii Ci1H170s8N3 olan Tetrodotoksin (TTX), bilinen en giiclii denizel
norotoksindir. Ug azot, bir pirimidin halkasi igeren bir adet guadinyum grubu ve 6 hidroksil
grubundan olusur (Bkz. Sekil 3.2). Sicakliga karsi direngli bir zehirli maddedir. TTX

canlinin viicuduna girdiginde, voltaj kapili sodyum kanallarina baglanarak oraya kenetlenir

48.000

42.000

36.000

30.000
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ve sinir agin1 bozar ve bu durum fel¢ ve 6liime sebebiyet verebilmektedir (Kosker ve

digerleri, 2019).

NH,"

HO

OH

Sekil 3.2. Tetradoksin molekiiliiniin kimyasal yapisi (Lago ve digerleri, 2015)

1909 yilinda Dr. Tahora tarafindan ilk olarak kirpi baliginin gonadinda TTX kesfedilmistir.
Sinaniirden 1000 kat daha giiclii oldugu tespit edilen bu toksinsin sadece deniz canlilarinda
degil karasal canlilar olan; kurbagalar, saylangozlar, solucanlar ve semender gibi canlilarda
da bulunmaktadir (Akbora, Kunter, Ercetin, Elagéz ve Cigek, 2020). Viicutlarinda
bulundurduklar1 TTX nedeniyle balon balig1 tiirlerinin iilkemizde karaya ¢ikarilmasi ve

satilmasi yasaklanmustir.
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3.1.2. Charybdis longicollis’un biyolojik ozellikleri

Tiiriin Sistematikteki Yeri ve Avirt Edici Ozellikleri

Charybdis (Goniohellenus) longicollis Leene, 1938

ALEM: Animalia

SUBE: Arthropoda

SINIF: Crustacea

UST SINIF: Multicrustacea

SINIF: Malacostraca

TAKIM: Decapoda

FAMILYA: Portunidae

CINS: Charybdis

TUR: Charybdis (Goniohellenus) longicollis (Lesepsiyen Yengeg)

C. longicollis karapaski yogun ve ince tiiylerle kaplidir. Digbiikeydir ve altigen seklindedir.
Karapaski kahverengi-krem renklidir. Pripodlarinin son ¢ifti yiizme bacaklaridir. Kelipedin

i¢ kism1 beyaz-sar1 renktedir (Froglia, 2012) (Bkz. Resim 3.2).

Resim 3.2. Charybdis (Goniohellenus) longicollis’in genel goriinimii

Dagilimi ve Beslenme Aliskanliklari

Hint-Pasifik kokenli olan C. longicollis Basra korfezi, Kizildeniz ve Dogu Akdeniz’de
dagilim gostermektedir. Siiveys kanalinin agiklamasiyla Akdeniz’e giris yapmis ve 1961
yilinda Antalya ve Mersin kiyilarindan rapor edilmistir (Holthuis, 1961). Daha sonra Israil,
Misir, Kibris ve Yunanistan’dan da kaydi yapilmistir (Bkz. Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Charybdis (Goniohellenus) longicollis in Akdeniz’deki dagilim1

Charybdis longicollis ¢gamurlu veya ince kumlu yiizeyler {izerinde 8 m ile 200 m arasindaki
tiim derinliklerde yaygin olarak bulunur. Yumusakgalar, kabuklular ve baliklar gibi yavas

hareket eden veya sabit avlarla beslenmeyi tercih eden bentoplajik bir tiirdiir.

3.1.3. Diadema setosum’un biyolojik ozellikleri

Tiiriin Sistematikteki Yeri ve Avirt Edici Ozellikleri

Diadema setosum (Leske, 1778)
ALEM: Animalia

SUBE: Echinodermata

SINIF: Echinozoa

UST SINIF: Echinoidea

SINIF: Euechinoidea

TAKIM: Diadematoida
FAMILYA: Diadematidae
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CINS: Diadema

TUR: Diadema setosum (Uzun Dikenli Deniz Kestanesi)

Govde cap1 8-10 cm’yi bulabilen Diadema setosum govdelerinde radiola ad1 verilen dikenler
bulunur bu dikenler hareketlidir. Genellikle kisa dikenler bulunsa da diken uzunlugu 30
cm’ye ulagabilir. Gévdenin altinda kalan dikenleri ¢ok kisa ve gelismemistir. Dikenler
arasinda bulunan kiskaglar, derinin temizlenmesine, kiigiikk avlarin yakalanmasina ve
savunmaya yardim ederler. Genellikle siyah ya da koyu mavi renkte bulunurlar.
Govdelerinin ortasinda soganimsi turuncu-mavi bir kese bulunmaktadir (Yokes ve Galil,
2006). Bu metobolizma atiklarin1 bosalttiklar1 anal acikliktir (Bkz. Resim 3.3). Uzun
dikenlerinin varligindan dolay1 diigmani az gibi gériinse de, insan, balik, yengec, denizyildizi

ve fok gibi canlalar tarafindan siklikla tiiketilmektedir.

Resim 3.3. Diadema setosum’un genel goriiniimii

Uzun ve ince dikenleriyle insanlar ilizerinde agrili yaralara sebep olabilir. Dikenleri
kirilgandir, dokuya battifinda veya ette kaldiginda zehir sagmaya baglar. Dokuya yayilan
zehir; kizariklik, sislik ve akut agriya neden olabilir (Turan, Erguden ve Uygur, 2011).
Bununla birlikte kir1ldig1 zaman diken pargalarmin dokudan ¢ikarilmasi zordur. Iyilesme

siireci birkag hafta siirebilir.



27

Dagilimi ve Beslenme Aliskanliklari

D. setosum indo-pasifik kokenlidir. Afrika, Japonya, Avustralya ve Kizildeniz kiyilarinda
dagilim gdstermektedir. Ulkemiz denizlerinde ilk defa 2006 yilinda Antalya-Kas bolgesinde,
ikinci kaydi ise 2011 yilinda Iskenderun Koérfezi’nden yapilmistir (Bkz. Sekil 3.4) (Yokes
ve Galil, 2006; Turan ve digerleri, 2011). Diken ve dislerini kullanarak kayalar1 oyarlar ve
icine yerlesirler. Bu sayede dalga hareketlerinden korunurlar ve biiyiidiikge bulunduklari
oyuklar1 ayni 6lgiide biiyiitiirler. Resifler ve s1g kayalik habitatlar etrafinda genellikle 1-6 m
derinlik araliklarinda yasarlar. Bazen diiz ve genis kumluk alanlarda da bulunabilirler.
Glindiizleri yariklarda gizlenirken geceleri bulunduklar1 yerden birkag metre uzaklasarak

resiflerde bulunan alg tiirleriyle beslenirler.
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Sekil 3.3. Diadema setosum’un Akdeniz’deki dagilimi

Uzun dikenli denizkestanesi, Avrupa’da Fransa, Yunanistan ve Italya’da, Giiney
Amerika’da Sili’de ve Uzak Dogu iilkelerinde tiiketiminin son derece yaygindir. Ulkemizde
cok taninmasa da tatil bolgelerinde bulunan restoranlarda meze olarak servis edilmektedir.

Tiiketildiginde sindirim sistemini rahatlatici etkisinin oldugu bilinen D. setosum un iki
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giinliik yagam siiresi mevcuttur (Turan ve digerleri, 2011). Bu nedenle yakalandiktan sonra

kisa stirede tiiketilmesi Onerilmektedir.

3.2. Orneklerinin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Tez ¢alismasi kapsaminda seg¢ilen tiirlerden benekli balon balig1 Lagocephalus sceleratus ve
istilac1 lesepsiyen yenge¢ Charybdis longicollis iskenderun Kérfezi’nde yapilan trol aveilig
ile 6rneklemesi yapilmistir (Bkz. Resim 3.4). Uzun dikenli denizkestanesi Diadema setosum

icin Arsuz ve Samandag sahillerinde donanimli dalislar (tiiplii dalis) yapilarak elle

toplanmustir.

Resim 3.4. Arazi calismalar1 kapsaminda Iskenderun Kérfezi’nde yapilan trol operasyonu

3.2.1. Lagocephalus sceleratus 6rneklerinin analizler i¢in hazirlanmasi

Yakalanan L. sceleratus ornekleri Iskenderun Teknik Universitesi Deniz Bilimleri ve
Teknolojisi Fakiiltesi, Molekiiler Ekoloji ve Balik¢ilik Genetigi Laboratuvarina getirilerek
tiir tayini yapilmis, boylart ve agirliklart alindiktan sonra fotograflanarak DNA analizleri
icin kas dokusu 6rnegi alinip eppendorf tiiplere koyulmus ve tiiplerin igerisine %95’lik etil

alkolde eklenerek +4°C’de muhafaza edilmistir.
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Tez calismast kapsaminda 6rneklemesi yapilan L. sceleratus 'un kemiksi yap1 olarak disleri
kullanilmis olup balon baliklarinin dislerini ¢ikarma islemi i¢in baliklarin kafalar1 kesilerek
5 L’lik behere koyulmus ve 100°C’de kaynatilarak dislerin etten ayrilmasi saglanmistir. Dig
iizerinde kalan et dokular saf su ile yikanarak temizlenmistir (Bkz. Resim 3.5). Temizlenen
disler hidroksihepatit ekstraksiyonundan once -21°C’de muhafaza edilmek {izere derin

dondurucuya kaldirilmastir.

Resim 3.5. a: Lagocephalus sceleratus i¢in yapilan dis ¢ikarma islemi, b: ¢ikarilan dislerin
temizlenmesi, c: elde edilen L. sceleratus disi

Tez calismasi kapsaminda disleri kullanilan L. sceleratus’un ayrica derisi lanset yardimai ile
cikarildi ve soguk saf su ile yikandi. Cikarilan deriler nester kullanilarak kiigiik parcalara (1
x 1 cm?) ayrild1 (Bkz. Resim 3.6). Hazirlanan tiim numuneler, kolajen ekstraksiyonundan

once -21°C'de muhafaza edilmek iizere derin dondurucuya kaldirilmistir.
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Resim 3.6. a: L. sceleratus’un ¢ikarilmis derisi, b: kiigiik pargalara ayrilan (1x1 cm?) L.
sceleratus derisi

3.2.2. Charybdis longicollis 6rneklerinin analizler icin hazirlanmasi

Tez caligmasit kapsaminda orneklemesi yapilan C. longicollis’in karapaks ve kollari
kullanilmigtir. Karapask ve kollar1 etlerinden arindirabilmek i¢in 5 L’lik behere koyulmus
ve 100°C’de kaynatilarak ayristirma saglanmistir. Kabuklar iizerinde kalan et dokular saf su
ile yikanarak temizlenmistir. Temizlenen kabuklar giin 15181nda kurutulmustur (Bkz. Resim
3.7). Kurutulan ornekler kitin ve kitosan ekstraksiyonuna kadar -21°C'de muhafaza

edilmistir.

Resim 3.7. a: C. longicollis genel goriiniimii, b: kabuklarin ve kollarin temizlenmesi, c:
kurutulmus kabuklar ve kollar
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3.2.3. Diadema setosum orneklerinin analizler icin hazirlanmasi

Tez caligsmas1 kapsaminda orneklemesi yapilan D. sefosum’un kabuklar1 kullanilmistir.
Uzerindeki dikenler el ile temizlendikten sonra kabuk icleri saf su ile yikanilarak organik
materyalden armdirilmistir. Saf su ile temizlenen kabuklar giin 1s18inda kurutulurmustur
(Bkz. Resim 3.8). Kurutulan 6rnekler yapilacak karakterizasyon analizlerine kadar oda

sicakliginda muhafaza edilmistir.

Resim 3.8. a: Kurutulmus D. sefosum kabugunun {isten goriiniimii b: altan gériintimii

3.3. Yontem

3.3.1. Lagocephalus sceleratus disinin biyomedikal alaninda hidroksiapatit olarak

kullanimi

Kimyasal yapisinda ana elementi kalsiyum olan kemiklerden veya biyokiitleden
hidroksiapatit (HA), biyomedikal uygulamalarda kullanilmak iizere sentezlenebilir (Yiicel,
Sezer, Birhanli, Ekinci, Yalman ve Depci, 2016; Boaventura, Peres, Gil, Gil, Oréfice ve Luz,
2020). HA ve kalsiyum fosfat seramik malzemeleri, miikemmel biyoaktivite,
osteokondiiktivite ve osteoindiiktiviteye sahip olduklar1 i¢in implant ve kaplama
materyalleri olarak yaygin olarak kullanilmaktadir (Best ve digerleri, 2008; Venkatesan ve

digerleri, 2015).

Tez calismas1 kapsaminda 6rneklemesi yapilan ve temizlenen L. sceleratus diglerinden HA

ekstraksiyonu gerceklestirildi. Bu kapsamda disler steril kaplarda %30’luk H>O> (Hidrojen
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Peroksit) soliisyonunda 0,75 ml/dk hizla kanstirilarak 1 saat bekletildi. Soliisyon
stiziildiikten sonra dislerdeki yumusak doku ve kan kalintilar1 bir firca yardimi ile H2O»
soliisyonu kullanilarak temizlendi. Temizlenen dis ornekleri saf su ile yikandi ve
inkiibatorde 105°C'de 24 saat bekletildi. Kurutulan disler bilyeli parcalayict yardimi ile
ogiitiilerek toz haline getirildi. Elde edilen toz formdaki disler steril plastik kaplarda %30
H>O, soliisyonu ile birka¢ kez yikandiktan ve siiziildiikten sonra 105°C'de bir gece

inkiibatorde kurutularak ekstraksiyon tamamlandi (Bkz. Resim 3.9).

Resim 3.9. Lagocephalus sceleratus disinden elde edilen hidroksiapatit
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Elementel kompozisyon analizi

Tez caligmasin kapsaminda elde edilen hidroksiapatitin element kompozisyonu analizleri
icin Endiiktif Olarak Eslestirilmis Plazma Kiitle Spektrometresi (ICP-MS, Agilent, 7500ce
Modeli) kullanildi. ICP-MS c¢alisma kosullar1 asagidaki gibidir: radyo frekansi (RF) (W),
1500; plazma gaz akis hiz1 (L dk!), 15; yardimei gaz akis hizi (L min™'), 1; tasiyici gaz akis
hiz1 (L min), 1.1; piiskiirtme odas1 T (°C), 2; numune derinligi (mm), 8,6; numune giris
akis hiz1 (ml/min™), 1; nebulizatdr pompasi (rps), 0.1; ekstraksiyon mercegi (V), 1.5.
Orneklerdeki elementler (Co, Cu, Zn, Fe, Mo, Ni, Se, Al, Cd, Pb, As, Cr) ug metal g'! kuru
agirlik olarak tespit edildi. Metal analizlerinin belirlenmesi icin yiiksek saflikta ¢oklu
standart (Charleston, SC 29423) kullanildi. Kalibrasyon egrileri i¢in standart ¢ozeltiler,
elementlerin seyreltilmesiyle hazirlandi. Hazirlanan standart ¢ozeltiler metaller igin 1-50
ppb (0.001 ila 0.050 mg/L) araliginda kursun, kadmiyum, arsenik, nikel, aliiminyum,
molibden, kobalt ve krom igerigi ile bakir, demir ve eser elementler i¢in 1-50 ppm (1 ila 50
mg/L) araliginda ¢inko. Analizler ICP/MS’de argon gazi kullanilarak yapilacaktir.
Olgiilecek agir metallerin ve elementlerin once farkli konsantrasyonlarda standartlari
hazirlanarak daha sonra ICP-MS’de 6l¢iilmiistiir. ICP/MS analizleri Mersin Universitesi,

Ileri Teknoloji Egitim Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde gergeklestirilmistir.

Tetrodotoksin (TTX) analizi

L. sceleratus’dan elde edilen hidroksiapatitin TTX miktarinin 6l¢iilmesi igin sivi
kromatografisi-kiitle  spektrometresi (LC/MS-MS) ve yiiksek performansh sivi
kromatografisi (HPLC) {initeleri birlikte c¢alistirillarak yapilmistir. Bu analiz Mersin
Universitesi, Ileri Teknoloji Egitim Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde
gerceklestirilmistir.  LC/MS-MS ve HPLC initelerinin birlikte calistirilarak yap1
aydinlatmas1 ve miktar tayininde kullanilan bir cihazdir. LC-MS/MS tekniginde HPLC
cihaz1 sayesinde fizikokimyasal 6zelliklerine gore ayrilan 6rnek molekiiller kiitle detektorii
ile analiz edilmektedir. Kiigiik bilesiklerden biiyiik proteinlerin tayinine kadar, polar iyonik,
termal kararsiz ve ugucu olmayan bilesiklerin analizleri yiiksek hassasiyetle ve hizli bir
sekilde yapilabilmektedir. LC-MS/MS c¢ok diisiik konsantrasyonlarda (ng/pg) maddenin

miktar tayininin yapilabilmesini miimkiin kilan 6nemli bir analiz yontemidir.
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Tez calismasi kapsaminda hidroksiapatitin TTX miktarinin 6lglilmesi i¢in uygulanan
prosediir su sekildedir: TTX varliginin kontrolii i¢in 1 g hidroksiapatit numunesi, %1 asetik
asit iceren 3 ml metanol soliisyonuna ilave edildi. Daha sonra plastik kaptaki ¢ozelti
ultrasonik banyoya yerlestirildi. 15 dakika oda sicakliginda tutulan numuneler santrifiij
edildikten sonra (4500 rpm, 4°C, 20 dakika) siipernatant fazi ayrildi ve kalintiya tekrar %1
asetik asit iceren 3 ml metanol ilave edildi. ikinci santrifiijlemenin adimindan sonra elde
edilen siipernatan, daha once ayrilan siipernatan ile birlestirildi ve nihai ¢ozelti, 7 ml’ye
tamamlandi. Nihai ¢ozelti, karistirict ile homojenlestirildi ve daha sonra 1 mL ¢ozelti, bir
vakum manifoldu yardimiyla 6 ml metanol ve 6 ml su ile kosullandirilmis bir Cisg
kartusundan (3 ml / 500 mg; Supelco-57012) gecirildi. Numune gegtikten sonra kartustan 10
ml metanol geg¢irildi. Nihai ¢ozelti, metanol ile 12 ml’den yapildi ve bir karistirici ile
homojenlestirildi. Daha sonra buharlastirmali bir evaporatér kullanilarak 1 ml metanol
icinde ¢oziilen kalint1 (0.45 p membran filtrelerle siiziildiikten sonra) analiz icin flakonlara
aktarildi (Silva, Azevedo, Rodriguez, Alfonso, Botana ve Vasconcelos, 2012). Son olarak
orneklerdeki TTX varligi, Agilent 1200 HPLC sisteminde birlestirildi ve Agilent 6460 iigli
dort kutuplu kiitle spektrometresinden olusan LC-MS-MS sistemi ile arastirildi.

X-Isinm1 kirinim ydntemi (XRD)

X-1511 kirmimi (XRD) yontemi, pargadaki kalinti gerilme seviyesini belirlemek amaciyla
yaygin olarak kullanilan bir tahribatsiz kiriim yontemidir. XRD yontemi sayesinde kafes
diizlemleri arasinda meydana gelen bu mesafe degisimleri 6l¢iilebilmektedir (Dronavalli,
2004). Numune iizerinde segilen bir bolge X-1sinlari ile tekrarli olarak taranmaktadir. Kristal
diizlemler yiizeye niifuz eden X 1sinlarinin ¢ogunu Bragg Kanunu'na gore kirmaktadir.
Kirilan 1g1min agisal konumu Bragg Kanunu kullanilarak paralel atom diizlemleri arasindaki
mesafeyi hesaplamak i¢in kullanilmaktadir. Yontem, mikro ve makro kalinti gerilmeleri
tahribatsiz olarak belirleyebilen tek yontemdir. Milimetre seviyesinde yiiksek uzaysal
¢cOziinlirliige ve mikron seviyesinde niifuziyet ¢oziiniirliigiine sahiptir (Fewster, Andrew,

Holy ve Barmak, 2005).

Tez caligmasi kapsaminda ekstrakte edilen hidroksiapatit XRD analizi ile yiiksek hassasiyet
ve c¢oOziinlirliikte kristal yap1 analizleri yapildi. XRD desenleri, Cu Ka (40 kV, 15 mA,
A=1.54050 A) radyasyonlu Rigaku Miniflex 600 Difraktometre ile kaydedildi. Tarama 10

derece < 20 < 70 derece (0,01 derece ve 0,05 derecelik adimlarla ve 1 derece/dk hizinda)
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arasinda gerceklestirilmistir. XRD analizleri Iskenderun Teknik Universitesi, Bilim ve

Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi (ISTE-BTM)’nde gerceklestirilmistir.

FElastik modiil (Er) ve sertlik (H) analizi

Tez calismasi kapsaminda L. sceleratus’un digsinden elde edilen hidroksihepatit
nanoindenter testi ile test edilerek makro ve mikro sertlik ve esneklik durumlar
incelenmistir. Nanoindenter testi kompozit dolgu malzemeleri mekanik o6zelliklerini
belirlemek i¢in kullanilir. Bu yontem, numunelerin test sonrasi gozlemlenmesine izin veren
bir yerinde taramali prob mikroskobu (SPM) goriintiileme tesisi igerir. Prob, ayn1 pargcanin
farkl1 araglarla algilanmasi veya SEM ve nanoindenter gibi iki ayr1 araci bir araya getirerek
karmasik durumu ortadan kaldiran girinti ve gorlinti i¢in kullanilir (Bischel,
Vanlandingham, Eduljee, Gillespie ve Schultz, 2000; Constantinides, Kalcioglu, McFarland,
Smith ve Van Vliet, 2003; Mondal, Shah ve Marks, 2007). Elde edilen HA igin test
iinitelerinde kompozit dolgu maddesi olarak Alpha-Dent® Self Cure Hibrit Kompozit Kitleri
kullanilmig ve analizler i¢in yedi adet numune seti olusturulmustur. Nanoindenter testi Hatay
Mustafa Kemal Universitesi, Teknoloji ve Arastirma Gelistirme Uygulama ve Arastirma

Merkezi'nde gergeklestirilmistir.

Taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), kati numunelerin yiizeyinde ¢esitli sinyaller iiretmek
icin yiiksek enerjili elektronlardan olusan odaklanmis bir kiris demeti kullanir. Elektron-
numune etkilesimlerinden elde edilen sinyaller, dis morfoloji (doku), kimyasal bilesim ve
numuneyi olusturan kristal yap1 ve oryantasyon da dahil olmak iizere numune hakkinda bilgi

edinilmesini saglamaktadir.

Tez caligma kapsaminda elde edilen hidroksiapatit 6rnekleri yiizeylerinde birden fazla alan
se¢ilmis ve bu secilen bir alanlar iizerinden veriler toplanmistir ve bu 6zelliklerde mekansal
varyasyonlar1 gosteren 2 boyutlu bir goriintli olusturulmustur. Genisligi yaklasik 1 cm ile 5
mikron, 20X ile 30.000X aralifinda biiylitme ve 50 ile 100 nm’lik mekansal ¢oziiniirliik
ayarlar1 kullanilarak analizler gerceklestirilmistir. Tez calismasi kapsaminda 6rneklemesi

yapilan ve toz haline getirilen iirlinlerin SEM ile yiizey goriintiileme analizi yapilmistir.
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SEM analizleri Hatay Mustafa Kemal Universitesi, Teknoloji ve Arastirma Gelistirme

Uygulama ve Aragtirma Merkezi'nde gerceklestirilmistir.

L. sceleratus derisinden kolajen/jelatin ekstraksiyonu

Kiigiik parcalara ayrilan L. sceleratus derisinden kolajen ve jelatin ekstraksiyonu i¢in Nagai
ve Suzuki, (2000) ile Li ve digerleri (2013)’ nin yayinladig1 Asitte Coziiniir Kolajen (ASC)
yontemi ufak modifikasyonlarla kullanilarak ekstrakte edildi. Proteinleri uzaklastirmak igin
deriye gr basina 4 ml olacak sekilde 0,1 M NaOH eklendi ve karigtiricida 24 saat +4°C’de
muamele edildi. Siirenin sonunda karisim siiziildii ve islem tekrarlandi. Islem
tamamlandiktan sonra deriler siiziildii ve pH notr olana kadar saf su ile yikandi. Deride
bulunan yaglar1 ve yagl mineraller uzaklastirmak i¢in 1 L %10’luk n-butanol ¢ozeltisi ile
+4°C’de 24 saat karstirildi ve siirenin sonunda siiziildii. Bu islem iki kez tekrarlandi.
Temizleme asamasinda sonra deriler 1 L 0,5 M 1:10 oranindaki Asetik Asit ile +4°C’de 24
saat muamele edildi. Karisim siiziildii ve siiziilen siv1 ayr1 bir beherde biriktirildi. Islem bir
kez daha tekrarland1 ve iki s1v1 birlestirildi. Elde edilen siv1 2,6 M’lik NaCl’ile ¢okertildi ve
15000 rpm’de santrafiij edildi. Kolajen ¢okeltisi az miktarda 0,5 M asetik asit icerisinde

¢ozdiiriildii ve tuzlarin uzaklastirilmasi i¢in diyaliz iglemine tabi tutuldu.

Nem, protein icerikleri ve aminoasit analizleri

Tiim kolajen 6rneklerinin nem, kiil, yag, protein icerikleri ve aminoasit analizleri Antoine,
Wei, Littell ve Marshall (1999)'ne gore belirlendi. Analizde HPLC kolonu, bir koruma
kolonu olmadan kullanildi. 5 pL akis hiicresi ile donatilmis bir Spectroflow 980
programlanabilir floresan detektorii, 330 nm'de bir eksitasyon monokromator ayar1 ve 418
nm'lik bir emisyon kesme filtresi ile kullanildi. Diger detektor ayarlari igin, 0,1 PMT sinyali,
%10 sifir ofseti, 1,0 s tepki (yiikselme siiresi birimleri) ve 10-3 A tam 6l¢ekli ¢ikis araligidir.

Veri analizi, SAS genel dogrusal modeller prosediirii kullanildi.

SDS-PAGE analizi

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), 10 KD'den kii¢iik
olmayan bagil molekiiler kiitleye sahip proteinleri ayirmak i¢in kullanilir. L. sceleratus

derisinden elde edilen kolajenin karakterizasyonu i¢in Laemmli'nin (1970) SDS ydntemi
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modifiye edilerek kullanildi. Elektroforetik modeller, %10 ayirict jel ve %5 siralama jeli
kullanilarak o6lgiilmiistiir. %10’luk jel i¢in (toplam 5 ml): 2 ml ddH>O, 1,67 ml 30%
Akrilamid, 1,25 ml 1,5 M Tris (pH 8.8), 25 ul 20 % SDS, 25 pl 10% Amonyum Per siilfat
ve 2.5 ul TEMED eklendi. Polimerizasyonu Onlemek i¢cin TEMED ekledikten hizli bir
sekilde iyice karistirildi ve jel solisyonunu 1 ml pipet kullanarak cam plakalar arasindaki
dokiim haznesine aktarildi. %10°luk polimeriz jel polimerize olduktan sonra %5 yiikleme
jeli hazirlandi. Siralama jeli i¢in (toplam 3 ml): 2,088 ml ddH20, 0,506 ml 30% Akrilamid,
0,375 ml 1 M Tris (pH 6.8), 15 ul 20 % SDS, 15 pl 10 % Amonyum Persiilfat ve 1,5 pl
TEMED igerir. Cam plakalar aras1 saf su ile temizlenip tamamen kurutulduktan sonra jele
1,5 ul TEMED eklendi. Hizli bir sekilde karistirildiktan sonra 1 ml pipet kullanarak cam
plakalar arasindaki dokiim haznesine aktarildi ve tarak yerlestirildi. Jel hazirlandiktan sonra
yiikleme tamponu hazirlandi. Yiikleme tamponu i¢in: 1000 ml saf suyun igine, 30 gr Tris
144 gr glisin ve 10 gr SDS karistirici yardimiyla ¢ozdiirtildii. Proteinlerin molekiiler
agirhigii tahmin etmek i¢in yiiksek molekiiler agirlikli protein isaretleyicisi olarak dana
derisinden elde edilen tip I kolajen (CSC) (Sigma Aldrich) kullanildi. Diger kuyulara
ornekler yiiklendi ve 30 dk 30 mA’da yiiriitiildii. SDS-PAGE elektroforezi bittikten sonra
jel cam plakalardan dikkatlice ¢ikarildi ve saf su ile yikandi. Daha sonra jel giimiis nitrat ile

boyandi.

Tetrodotoksin (TTX) durumu

TTX ekstraksiyonu, kii¢iik bir degisiklikle Yotsu ve digerleri (1987) yontemine gore yapildi.
Buharlagtirma iglemi, bir buharlastiric1 kullanilarak gergeklestirildi ve 1 ml metanol i¢inde
coOziilen tortu, analiz i¢in siselere aktarildi. Bir Agilent 1200 HPLC sistemine baglh bir
Agilent 6460 iiglii dort kutuplu kiitle spektrometresinden olusan LC-MS-MS sistemi
kullanildi. Veriler varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmus ve Duncan'in Coklu Aralik
Testi (Steel ve Torrie, 1980) kullanilarak ortalama karsilastirmalar yapilmustir. ikili
karsilastirma icin T-testi kullamildi. Istatistiksel analiz, Statistical Package for Social

Sciences SPSS (Pallant, 2010) kullanilarak yapildi.
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3.3.2. Balon balig dislerinin ¢evresel indikator olarak kullanim

Tez ¢alismasi kapsaminda 6rneklemesi yapilan balon baliklar1 Lagocephalus sceleratus, L.
spadiceus, L. suezensis ve Torquigener flavimaculosus Orneklerinden dis, kas, beyin,
karaciger ve solunga¢ dokusu Ornekleri alinarak karsilagtirmali olarak agir metal birikimi

analizi yapilmistir (Bkz. Resim 3.10).

Resim 3.10. Agir metal birikimi analizi i¢in 6rneklemesi yapilan balon balig tiirleri (a:
Lagocephalus sceleratus, b: L. suezensis, c: L. spadiceus, d: Torquigener
Sflavimaculosus)

Orneklerin hazirlanmasi

Metal analizi i¢in kullanilan yumusak dokular (kas, solungag, karaciger ve beyin) (0.05 g
kuru agirlik) sabit agirliga ulasmak i¢in 105 °C'de kurutuldu ve daha sonra nitrik asit (1 ml,
Merck) ve perklorik asit (0,5 ml, Merck) ile ¢oziilene kadar 150°C'ye ayarlanmis bir sicak

plaka iizerinde konsantre edildi.
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Digler steril plastik kaplarda %30 H>O- soliisyonu ile 1 saat yikandi ve daha sonra yumusak
dokular ve kan dokusu H>O; soliisyonu kullanilarak temizlendi. Oda sicakliginda kurutulan
disler bilyeli 6giitiicli yardimu ile toz haline getirildi. Toz haline getirilen disler, steril plastik
kaplarda %30 H2O> soliisyonu ile birka¢ kez yikandiktan sonra siiziildii. Toz haline
getirilmis digler tartildi (0.08 ila 0.10 g) ve plastik bir kasik kullanilarak cam tiiplere
yerlestirildi. Daha sonra numunelere HCl (2 ml, Merck, Hidroklorik asit dumanli %37),
HNO; (6 ml, Merck, Nitrik asit %65) ve H2O2 (2 ml, Merck, Hidrojen peroksit %30) ilave

edildi ve tiim dokular ¢oziilene kadar 150°C'ye ayarlanmis sicak plaka iizerinde bekletildi.

Agir metal birikimi analizi

Hazirlanan yumusak dokularin (kas, solungag, karaciger ve beyin) ve dislerin agir metal
birikimi analizleri i¢in Endiiktif Olarak Eslestirilmis Plazma Kiitle Spektrometresi (ICP-MS)
kullanildi. Analiz kapsaminda ICP-MS’1n calisma kosullar1 su sekildedir: radyo frekansi
(RF) (W), 1500; plazma gaz akis huz1 (L dk!), 15; yardimei gaz akis hizi (L min™), 1; tasiyic
gaz akis hiz1 (L min™"), 1,1; piiskiirtme odas1 T (°C), 2; numune derinligi (mm), 8,6; numune
giris akis hiz1 (ml min™), 1; nebulizatér pompasi (rps), 0,1; ekstraksiyon mercegi (V), 1,5.
Orneklerdeki elementler metal g kuru agirlik olarak tespit edildi. Metal analizlerinin
belirlenmesi i¢in Yiiksek Saflikta Coklu Standart kullanildi. Kalibrasyon egrileri igin
standart c¢ozeltiler, elementlerin seyreltilmesiyle hazirlandi. Hazirlanan standart ¢ozeltiler
metaller i¢in 1-50 ppb (0.001 ila 0.050 mg/L) araliginda kursun, kadmiyum, arsenik, nikel,
aliminyum, molibden, kobalt ve krom igerigi ile bakir, demir ve eser elementler i¢in 1-50
ppm (1 ila 50 mg/L) araliginda ¢inko kullanildi. Analizler argon gazi kullanilarak
yapilmistir. Olgiilecek agir metallerin ve elementlerin énce farkli konsantrasyonlarda
standartlar1 hazirlanarak daha sonra ICP-MS’de oOl¢iilmiistiir. ICP/MS analizleri Mersin

Universitesi, Ileri Teknoloji Egitim Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde yapilmistir.

3.3.3. DNA dizileme yontemi kullanilarak balon bahgi tiirlerinin dogrulanmasi ve

izlenmesi

Orneklerin hazirlanmasi

Tez calismast kapsaminda yapilan arazi c¢alismalarinda L. sceleratus, Torquigener

flavimaculosus ve Sphoeroides pachygaster tiirlerinin kas, ylizge¢, deri ve kemik doku
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ornekleri alinmis ve etiketlenerek vida kapakli tiipler icerisinde %95’lik ethanolde +4 °C’de

muhafaza edilmek iizere buzdolabinda saklanmistir.

mtDNA ekstraksiyonu

mtDNA’nin elde edilmesinde Blin ve Stafford (1976) tarafindan verilen standart fenol
kloroform ydntemi ufak degisiklikler yapilarak uygulanmistir. Orneklerden elde edilen
dokulardan yaklasik 50 mg alinarak eppendorf tiiplere aktarilmis ve {izerlerine sirasiyla 300
ul CTAB, 50 ul Proteinase K ve 30 pul RNase ilave edilip sterilize edilmis cam ¢ubuklar
yardimiyla homojenize edilmistir. Homojenize edilen 6rnekler vortexlenerek 37,5°C’ye
ayarlanan inkiibatorde 24 saat bekletilmistir. Inkiibatorden ¢ikarilan  Srnekler
vortekslendikten sonra 6rneklerin lizerine 380 pl fenol kloroform isoamil alkol (25:24:1)
eklendi ve 49 rpm’de 15 dakika boyunca dikey karistiricida karistirildi. Daha sonra 6rnekler
santrifiije alinarak 12000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden ¢ikarilan 6rneklerin
ist katmanlar1 alinarak yeni eppendorf tliplere aktarildi ve orneklerin iizerlerine 380 pl
kloroform isoamil alkol (24:1) ilave edilerek 49 rpm’de 15 dakika boyunca dikey
karistiricida karistirildi. Daha sonra 6rnekler santrifiije alinarak 12000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Santrifiijden ¢ikarilan orneklerin iist katmanlar1 alinarak yeni eppendorf
tiiplere aktarildi ve drneklerin tizerlerine 1000 pl soguk ethanol (%100) eklenip -21°C’de 24
saat bekletildi. Derin dondurucudan ¢ikarilan 6rnekler 12000 rpm’ de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra tiiplerin icerisinde olusan peletlere dikkat edilerek iclerindeki ethanol
(%100) bosaltild1 ve peletlerin tizerine 1000 pl soguk etanol (%70) eklenerek 12000 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra eppendorf tiiplerdeki ethanol
bosaltilmis ve olusan peletleri kurunmasi i¢in desikatérde yaklasik 1 saat vakumlanarak

kurutuldu. Kuruyan peletlerin tizerine 100 pl ultra saf su eklenerek ekstraksiyon tamamlandi.

DNA ’nin kalite tayini

DNA o6rneklerinin kalitesinin tespiti %0,7’lik agaroz jelde gézlemlendi. Bunun i¢in 0,175 g
agaroz, 50 ml 1x TBE ile karigtirllip mikrodalga firinda saydamlasana kadar bekletildi.
Saydamlasan jel iizerine 1,5 pl Ethidium Bromiir eklenerek sogutulan jel elektroforez kiiveti
igerisine dokiilerek sogumaya birakildi. Jel soguduktan sonra, igerisinde seyreltilmis 1x TBE
tamponu bulunan elektroforez tankina koyuldu ve 6 pul DNA 6rnegine 4 ul’lik yiikleme

tamponu ¢ozeltisi karistirilarak sirasiyla jeldeki kuyulara yerlestirildi. Elektrik akiminin
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gerceklesmesi icin, giic kaynagi 20 dk siire ile 50 mA’ya ayarlanmistir. Elektroforetik go¢
tamamlandiktan sonra jel elektroforez tankindan dikkatlice alinmis ve UV goriintiileme

cihazinda goriintiilenerek fotograflanmistir.

Polimeraz zincir reaksiyvonu (PZR)

Tiirlerin kas, yiizgeg, deri ve kemik dokularindan edilen mtDNA’nin biyometaryellerin
genetik farkliligin derecesini belirlemek amaciyla mitokondriyal DNA (mtDNA) sitokrom
b (Cyt b) gen bolgesi kullanilmigtir. DNA ekstraksiyonundan sonra asagidaki iiniversal
primerler kullanarak PCR Metodu ile mtDNA Cyt B genleri ¢ogaltilmistir (Saiki ve
digerleri, 1988).

FishCytB-F: 5’-CGA ACG TTG ATA TGA AAA ACC ATC GTT-3’
FishCytB-R: 5’-AAA CTG CAG CCC CTC AGA ATG ATA TTT GTC CTC-3’

PZR protokoliinde; 94°C’de 5 dakika denatiirasyon (1 dongii) ve bunu takiben 94°C’de 1
dakika strand DNA denatiirasyonu, 50°C’de 1 dakika primer baglanma sicakligi, 72°C’de
1.5 28 dakika ilk uzama (40 dongii) ve 72°C’de 5 dakika (1 dongili) son uzama safhasi

izlenmigtir. PCR {irtinleri 1.5 %’lik agaroz jel lizerinde kontrol edilmistir.

DNA dizi analizi (Sekans Analizi)

Genom sekansinin belirlenmesinde en yaygin kullanilan yontem Sanger-Coulson zincir
sonlama metodudur. Bu yontem tek seferde dizi analizi yapilamayacak kadar ¢ok biiylik olan
DNA’ lar once kiiciik parcalara boliintir. Elde edilen her bir parga plazmite klonlanir.
Klonlanan plazmitler tek tek dizilenir. Bu dizilerin biyoinformatik analizlerle bir araya
getirilmesiyle uzun DNA pargasinin dizisi elde edilir. Bu diziler kapiller jel elektroforezi
kullanilarak okunur. Dizi analiz yonteminin hassasiyeti ve verdigi giivenilir sonuglar bu
yontemin kullanimini oldukga yayginlastirmistir. Artan analiz sayisi, uzun zaman ve yiiksek
is glicii gerektirir. Bu gelismeler sonucunda otomasyon kag¢inilmaz olmus ve otomatik DNA
dizi analizleri uygulamalar1 yayginlasmistir. Otomatik analizde de Sanger’ in enzimatik
DNA sentezine dayanan zincir sonlanma yontemi kullanilmigtir. Otomatik DNA dizi analiz

cihazlan basit olarak, sabit bilgisayarda yiiklii programlar ile bu programlarin yonettigi
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elektroforez sistemi igerir. Elektroforetik {initelerde bulunan lazer 15181 kaynagi ile
monokromatik bir 151k olusturulur. S6z konusu DNA’ nm bulundugu jelmatriks,
monokromatik 1s1k ile taranir. Elektroforez siiresince DNA’ ya baglanan floresan boya 151k
ile taranan bolgeye geldiginde uyarilir. Uyarilan boya kendi i¢in karakteristik olan dalga
boyunda 15181 geri yansitir. Yansiyan bu 151tk demeti bir detektor tarafindan kaydedilir.
Kaydedilen veriler bilgisayar programlart ile degerlendirilerek sonuglar grafiksel ya da
matematiksel olarak bilgisayar ekranina aktarilir (Bkz. Sekil 3.14). DNA dizi analizi
cihazlarinda 6 bazdan 1000 baza kadar giivenli okuma yapilabilmektedir (Sambrook, Fritsch

ve Maniatis, 1989).

% File Edit view Zoom Horizontal Scale Accesory Application RMA Window Help
&}

Nl Selectad none | Sample: SERVET_DOGDU_CYTB-F_LSCI_ |File: E:DR-20.03.2020'analizler'Sslcans SERVET_DOGDU_220321_$ERVET_DOGDU_CYTB-F_LSC]_2021-03-19-06.10-53D12.281
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ACCTCTGACATCGCTACCGCCTT TTCATCCGTCGCCCACATCTOTCGGOATGTCAACTATGOCTGACTOATTCGGAACCTCCATGCAAACGOGAGCCTCCTTCTTICTTTATCTGCATCTACT TTCACA
3243 923 262

™ s

Resim 3.11. DNA dizi analizi sonucu elde edilen Cyt B gen bdlgesinin parca
kromotografisinden bir 6rnek

Verilerin islenmesi

Genetik verilerin analizlerde sekans dizelerinin karsilastirilmasi i¢in BioEdit, DNAsp ve
MEGA X bilgisayar paket programlari kullanilmistir (Hall, Biosciences ve Carlsbad, 2011;
Rozas ve digerleri, 2017: Kumar, Stecher, Li, Knyaz ve Tamura, 2018).
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3.3.4. Charybdis longicollis’in biyomedikal alaninda kullanimi

Kitin ve kitosan ekstraksivonu

Kurutulan ve -21°C'de muhafaza edilen C. longicollis 6rnekleri kas dokudan arindirilmasi
icin hafif tuzlu suda yikandi. Yikanan ve oda sicakliginda kurutulan ornekler bilyeli
parcalayici ile toz haline getirildi ve kitin ekstraksiyonu i¢in 6 saat boyunca oda sicakliginda
1,7 m HCl ile muamele edildi. Daha sonra 75°C'de 2,5 m NaOH ile karistirildi. Pigmentlerin
ayristirilmasi i¢in % 1°lik potasyum permanganat kullanildi. Kitosan ekstraksiyonu i¢in elde

edilen kitin 121°C'de % 50NaOH ile 1 saat muamele edildi (Bkz. Sekil 3.5)

Yengec¢ Kabugu

Yikama, Kurutma, Ogiitme

Yenge¢ Kabugu Tozu
Demineralizasyon 1,7 M HCI, 6 saat Oda sicakhig1

Kitosan

Sekil 3.4. Kitin ve Kitosan Ekstraksiyonunun Sematik Gosterimi

Verim analizi

Elde edilen kitin ve kitosanin verim analizi Bolgen ve digerleri (2016)’nin verdigi formiile
gore hesaplanmustir.

Kitin Verimi (%) = [ Elde Edilen Kitin (g) / Yenge¢ Kabugu Agirligi (g) ] * 100

Kitosan Verimi (%) = [ Elde Edilen Kitosan (g) / Elde Edilen Kitin (g) ] * 100

Kiil analizi

Elde edilen kitin icerigindeki mineral miktar1 gravimetrik olarak hesaplanmistir. 1 g 6rnek

porselen kroze i¢inde kiil firinina koyulmus ve sicaklik kademeli olarak artirilarak kiil rengi
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beyaza donene kadar yakilmistir (650°C). Porselenler sogutulduktan sonra agirliklari
belirlenmistir. Igerdigi mineral miktarmin %’lik dilimi asagidaki formiile gore

hesaplanmustir.

Mineral Madde (%)= (M2/M1)/*100
M;: Ik Madde Miktari, g

M;: Yanma sonucu olusan kiil miktari, g

Su tutma kapasitesi analizi

Su tutma kapasitesi Bolgen ve digerleri (2016)’nin asagida verdigi formiile gore
hesaplanmigstir. Elde edilen kitosandan 1 g alinip 100 ml saf su eklenerek yaklagik 30 dk
vortekslendikten sonra 5000 rpm’de 1 saat santrifiijlenmistir.

Su Tutma kapasitesi (%) = [ Eklenen Su (g) / Kitin Agirhigi (g) ] * 100

Fourier donusumli kizilotesi spektroskopisi (FT-IR)

Kitin ve kitosanin deasetilasyon derecesini belirlemek i¢in FT-IR analizi yapildi. Analizler
dogrudan C. longicollis’den elde edilen kitin ve kitosan iizerinde gerceklestirildi. Ornekler
potasyum bromiir peletlerinde %35 konsantrasyonunda hazirlandi. Ornekler, kristal hiicreye
yerlestirildi ve hiicre FTIR spektrometresinin montajina sikistirildi ve of 5004500 cm’!

spektrum dalga boyu araliginda tarandi.

X-1s1n1 kirimim yontemi (XRD) analizi

Tez ¢calismasi1 kapsaminda C. longicollis’den elde edilen kitin ve kitosanin yiiksek hassasiyet
ve ¢Oziiniirliikte kristal yap1 analizleri XRD ile yapildi. XRD desenleri, Cu Ka (40 kV, 15
mA, A=1,54050 A) radyasyonlu Rigaku Miniflex 600 Difraktometre ile kaydedildi. Tarama
10 derece < 20 < 70 derece (0,01 derece ve 0,05 derecelik adimlarla ve 1 derece/dk hizinda)
arasinda gerceklestirilmistir. XRD analizleri Iskenderun Teknik Universitesi, Bilim ve

Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi (ISTE-BTM)’nde gerceklestirilmistir.
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3.3.5. Diadema setosum’un biyomedikal alaninda kullaninm

Fourier donusumli kizilotesi spektroskopisi (FT-IR)

Fourier Doniisiimlii Kizil6tesi Spektroskopisi, kizil 6tesi radyasyonun sogurma ile kimyasal
bilesenlerin frekanslarinin 6l¢iilmesi ilkesine dayanir. FTIR analizi ile kimyasal baglarin
frekanslarindaki degisim ve sogurma oOzellikleri piklerin olusmasini saglar. Analizler
dogrudan D. setosum’un toz haline getirilmis kabugun iizerinde gerceklestirildi. Ornekler
potasyum bromiir peletlerinde %35 konsantrasyonunda hazirlandi. Ornekler, kristal hiicreye
yerlestirildi ve hiicre FTIR spektrometresinin montajma sikistirildi ve 4004000 cm’!

spektrum dalga boyu araliginda tarandi.

X-Isim1 Kirinim (XRD) Analizi

Tez calismast kapsaminda D. setosum un toz haline getirilen kabuklarinin XRD analizi ile
yapist belirlendi. XRD desenleri, Cu Ka (40 kV, 15 mA, A=1,54050 A) radyasyonlu Rigaku
Miniflex 600 Difraktometre ile kaydedildi. Tarama 10 derece < 20 < 70 derece (0,01 derece
ve 0,05 derecelik adimlarla ve 1 derece/dk hizinda) arasinda gerceklestirilmistir. XRD
analizleri Iskenderun Teknik Universitesi, Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma

Merkezi (ISTE-BTM)’nde gergeklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Balon Baliklarinin Biyomedikal Alaninda Kullanimi

4.1.1. Lagocephalus sceleratus disinin biyomedikal alaninda hidroksiapatit (HA) olarak

kullanim

Elementel kompozisyon analizi

Tez c¢aligmasi kapsaminda L. sceleratus dislerinden hidroksiapatit (HA) ekstraksiyonu
gerceklestirildi. Elde edilen HA nin element kompozisyonunu belirlemek i¢in sekiz 6rnek
iizerinde ICP-MS analizi gergeklestirildi. Orneklerden elde edilen elementel analiz sonuglar

Cizelge 4.1'de verilmistir.

Cizelge 4.1. L. scelaratus’dan elde edilen HA 6rneklerinin elementel komposizyonu (ug g™

dw).
Elementler 1 2 3 4 5 6 A 8

Na 5032,63 499490 5032,63 4992,51 5200,32 4799,01 5134,45 5411,15
Mg 2686,68 2644,93 2555,31 2711,27 2699,38 2645,76 2744,41 2519,55
P 85193,21 86141,47 81883,88 90045,75 83756,03 80457,99 89454,77 88341,43
K 1334,20 1373,09 1222,73 142323 1385,58 1300,99 1342,76 1338,35
Ca 112118,79  114054,09 11344443  113763,11 11342046  114111,23  113138,03  114000,34
Ti 832,39 841,88 829,04 844,87 828,75 877,35 827,77 849,55
\% 4,24 3,48 4,00 3,88 421 3,89 4,66 3,77
Cr 10,45 10,99 10,55 11,34 10,77 10,89 10,04 11,12
Mn 15,99 16,70 16,99 17,06 16,99 15,70 1591 16,00
Fe 75,71 66,57 77,81 67,47 70,11 68,46 74,41 70,77
Co 1,04 0,86 1,04 1,16 1,14 0,99 1,24 0,97
Ni 6,44 5,63 6,33 5,78 6,89 5,33 6,55 591
Cu 1,82 2,26 1,99 2,07 1,92 2,39 1,99 2,37
Zn 178,85 173,37 180,36 177,99 176,76 171,45 172,51 172,57

As 21,30 20,72 21,41 20,45 21,22 20,99 21,00 20,78
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Analiz edilen HA Orneklerinin elementel kompozisyonu ve metal oranlar1 birbirine ¢ok
yakindi. Ortalama olarak HA’nin ana yapis1 %52 kalsiyum ve %39 fosfat, %2,5 manganez,
%1,5 magnezyum, %]1 titanyum, %0,8 vanadyum ve %3,2 diger elementlerden
olusmaktadir. Elde edilen HA’nin Ca/P orani 1,32 olarak tespit edilmistir.

Ekstrakte edilen HA’ nin yapisinda bulunan elementlerin nano yapisi, genellikle osteoblast
fonksiyonlarmin artmasina neden olan iyi biyoaktivite ve osteokondiiktivite ile iligkilidir.
Biyolojik apatitlerin insan hiicre adezyonun metabolizmaya katkilarindan dolay1 6nemli olan

Na, Mg, K ve Sr elementler elde edilen HA’da yiiksek seviyelerde tespit edildi.

Tetrodotoksin (TTX) analizi

Calisma kapsaminda L. sceleratus disinden elde edilen HA’nin TTX miktarinin dl¢tilmesi
icin LC/MS-MS ve HPLC fniteleri birlikte calistirilarak analiz edilmistir. Mersin
Universitesi, ileri Teknoloji Egitim Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde gerceklestirilen bu
analiz sonucunda ekstrakte edilen HA {iriinlerinde, tespit edilebilen minimum miktar olan

0,1 pg/mg daha diisiik TTX icerdigi saptanmustir.

X-1s1n1 kirimim yontemi (XRD) analizi

Iskenderun Teknik Universitesi, Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi (ISTE-
BTM)’nde gerceklestirilen XRD analizi sonucuna gore tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen
HA’nin tiim yogun yansimalarinin Cas(PO4)3;(OH) kimyasal formiiliine sahip hidroksiapatiti

gosterdigi tespit edilmistir (Bkz. Sekil 4.1).



48

A
p—
~
~
N’
A
=
«
-’
-
= ~
E S =5
o~
)Ej}c N -
e | (o]
[ - -
g4
I I I I |

10 20 30 40 50 60 70
2 0 (Derece)

Sekil 4.1. L. sceleratus dislerinden elde edilen HA’ ’nin X-1s1m1 kirinim desenleri

Elde edilen HA’nin XRD kirmim desenleri ICDD Kart No: 01-089-4405 olan verilerle
miikemmel bir sekilde eslesti. HA’nin hiicre parametreleri su sekilde bulundu: a=9,451(1),
b = 18,823(1) ve ¢ = 6,926(2), bunlar ICDD kartina verilen 6rnege cok yakindir. XRD
sonuclari, L. sceleratus’dan elde edilen HA’nin insan disleriyle uyumlu oldugunu
gostermistir. XRD modellerinde goriilen genis yapi, organik bir matris ile biyolojik olarak
mineralize edilmis diisiik kristalli hidroksiapatiti gostermektedir. Hidroksiapatitin ana
bilesimi kalsiyum ve fosfattir. XRD analizi sonuglari, element analizinin sonuglarini

desteklemektedir.

Taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi

Tez ¢aligma kapsaminda elde edilen hidroksiapatit 6rnekleri yiizeylerinde yapilan SEM

analizi sonucunda oval ve plaka seklinde parcaciklar gézlemlendi (Bkz. Resim 4.1). Balon
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balig1 diglerinin baslangicta sar1 olmasi yapisindaki kolajen ve diger organik parcalarin
varligmi gostermektedir. Diglerden ekstrakte edilen HA’nin beyaz renge doniismesi dis

yapisindaki kolajen ve diger organik kisimlarin kesin olarak dislandigini1 gosterir.

#1328 1881nm ErU

Resim 4.1. L. sceleratus'tan elde edilen HA’nin 150X biiyiitiilmiis SEM goriintiisti

Kristallerin boyutu ve morfolojik yapist HA’nin biyomekanik isleyisinde énemli bir rol
oynamaktadir. Ciinkii HA kristallerinin i¢indeki oryantasyonu dislerin yiiksek sertligini
desteklemektedir. Elde edilen HA'nin sekli, iyi biyoaktivite ve esneklik gibi onemli

ozellikler saglayabildigini gostermektedir.

Elastik modiil (Er) ve sertlik (H) analizi

Elde edilen HA’nin makro ve mikro sertlik ve esneklik durumlar1 Nanoindenter testi Hatay
Mustafa Kemal Universitesi, Teknoloji ve Arastirma Gelistirme Uygulama ve Arastirma
Merkezi'nde gerceklestirilmistir. Alpha-Dent® Self Cure Hibrit Kompozit kitleri ile L.

sceleratus’dan ekstrakte edilen HA’nin birlesimiyle 7 grup olusturulmus ve toplam 14
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numune hazirlanmistir. Bunlarin 7’si kontrol grubu, 7’si gelistirilen {iriin grubudur. Tiim
numunelere 50 N yiik altinda toplam 5 girinti uygulanmistir. Kontrol numunelerinin elastik
modiil (Er) ve sertlik testi (H) ortalama degerleri sirasiyla 9,33 ve 0,27 olarak bulunmustur.
Gelistirilmis liriin gruplari i¢in ortalama Er ve H degerleri sirasiyla 9,88 ve 0,40 olarak tespit

edilmistir (Bkz.Sekil 4.2).

¢ Er(GPa) H(GPa)

11,00 - 0,50
- 0,45
10,50 | 0,405917 L 0,40
0,35
10,00 + 0,30

0,27 & 9,88
- 0,25
9,50 0,20

99,33
r 0,15
9,00 | r 0,10
0,05
8,50 - - 0,00
Kontrol Grubu Gelistirilmis Uriin
Grubu

Sekil 4.2. Gelistirilmis {irlin grubu ve kontrol grubunun elastik modiil (Er) ve sertlik testi (H)
sonugclari

Alpha-Dent® Self Cure Hibrit Kompozit kitleri ile L. sceleratus’dan ekstrakte edilen
HA’nin birlesimiyle gelistirilen komposiz dolgu maddesi insan disine uygulanmis ve daha
iyi bir kompozit dolgu olusturulmustur (Bkz. Resim 4.2). Elde edilen sonuglarda balon baligi
disinden elde edilen HA ile gelistirilen kompozit dolgunun dis dolgusunda kullanilan
standart kompozit dolgudan daha sert ve elastik oldugu sonucuna varilmistir. Herhangi bir
insan kullanimindan 6nce yapilmasi zorunlu olan testler yapildiktan sonra L. sceleratus
disinden elde edilen HA, dolgu, implant, kemik tozu ve protez iiretimi i¢in dogal, orijinal ve

alternatif bir liriin kaynagi sunmaktadir.
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(b)

(d)

Resim 4.2. a) Lagocephalus sceleratus diglerin goriiniimii, b) toz haline getirilmis dis, c)
cliriik insan az1 disleri, d) balon balig1 dis tozu ile dolgu yapilmis insan az1 disi

4.1.2. L. sceleratus derisinden kolajen ve jelatin ekstraksiyonu

Parcalara ayrilarak (1x1 cm?) kolajen ve jelatin ekstraksiyonuna hazirlanan L. sceleratus
derisi Asitte Coziiniir Kolajen (ASC) yontemi ufak modifikasyonlarla kullanilarak ekstrakte
edildi. Gergeklestirilen ekstraksiyon sonucunda L. sceleratus derisinden elde edilen kolajen

oran1 %50,9, jelatin miktar1 ise %20.63 olarak bulunmustur.

Nem, protein icerikleri ve aminoasit analizleri

Calisma kapsaminda nem, protein igerikleri ve aminoasit analizleri gergeklestirilmistir. Elde

edilen kolajenin nem icerigi %75,1, protein igerigi %2,45 olarak tespit edilmistir.

Ekstrakte edilen kolajenin aminoasit bilesimindeki glisin konsantrasyonu %35,1 olarak
bulundu. Kolajende bulunan diger aminoasitlerin diger en yiiksek i¢erigi imino asit (%17,2),
alanin (%15,01), hidroksiprolin (%7,2), glutamik asit (%6,8) ve prolin (%5,6) olarak tespit
edildi (Bkz. Sekil 4.3).
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7,20% = Digerleri

17,20%

Sekil 4.3. L. sceleratus derisinden ekstrakte edilen kolajenin aminoasit igerigi

SDS-PAGE analizi

Laemmli'nin (1970) SDS-PAGE yonteminde ufak degisiklikler yapilarak analiz
gerceklestirildi. Ekstrakte edilen kolajen al ve a2 zincirlerinden olustugu ve al zincirlerinin
bant yogunlugu, a2 zincirlerininkinden yaklagik 2 kat daha yiliksek oldugu gozlemlendi
(Bkz. Sekil 4.4). L. sceleratus derisinden ekstrakte edilen kolajende yiiksek molekiiler

agirlikta f bileseni ve az miktarlarda y bileseni gozlendi.
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250
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Sekil 4.4. SDS-PAGE jel goriintiisii (1: Molekiiler agirlik isaretleyicisi, 2: Sigma Tip-1
kolajen, 3: L. sceleratus derisinden elde edilen kolajen)

Tetrodotoksin (TTX) durumu

Elde edilen kolajen ve jelatinin TTX durumlar1 analiz etmek i¢in Agilent 1200 HPLC
sistemine bagl bir Agilent 6460 ti¢lii dort kutuplu kiitle spektrometresinden olusan LC-MS-
MS sistemi kullanildi. Veriler varyans analizine (ANOVA) tabi tutuldu ve Duncan'in Coklu
Aralik Testi (Steel ve Torrie, 1980) kullanilarak karsilastirmalar yapildi. Istatistiksel
analizler i¢in SPSS programi kullanildi. Elde edilen sonuglara gore ekstrakte edilen kolajen

ve jelatinde TTX e rastlanmadi.



4.1.3. Balon bahig dislerinin ¢evresel indikator olarak kullanim

Agir metal birikimi analizi
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Tez calismasi kapsaminda Orneklemesi yapilan balon balig1 tlirlerinden (Lagocephalus

sceleratus, L. spadiceus, L. suezensis ve T. flavimaculosus) alinan yumusak dokularin (kas,

solungag, karaciger ve beyin) ve dislerin agir metal birikimi analizleri i¢in Endiiktif Olarak

Eslestirilmis Plazma Kiitle Spektrometresi (ICP-MS) kullanildi. Elde edilen sonuglara gore,

Fe, Se, As, Zn, Cu, Cr, Al elementleri L. sceleratus, L. spadiceus, L. suezensis ve T.

flavimaculosus dokularinda 6nemli diizeyde bulunurken (P<0.05), Co, Ni, Mo, Cd, Pb tiim

dokularda tespit limitleri altinda bulundu (P>0.05). Dis dokusunda Al ve Zn metalleri L.

spadiceus'ta, Cr ve As metalleri ise 7. flavimaculosus'ta diger tiirlere gore daha yliksek

bulundu (Bkz. Cizerge 4.2).

Cizelge 4.2. Balon baliklar1 dokularindaki metallerin karsilagtirilmasi

Doku Metaller L. sceleratus L. spadiceus L. suezensis | T. flavimaculosus
(ng/g™
Al 738,91 819,16 614,98 705,88
Zn 390,18 557,82 352,6 277,49
Cr 135,33 168,75 132,02 261,68
Dis Fe 64,06 92,75 74,73 88,45
As 37,47 39,43 30,91 61,98
Cu 17,66 23,99 24,74 24,67
Se 0 0 0 0
Al 13,97 10,95 9,1 51,11
Zn 634,83 263,18 377,36 229,35
Cr 5,35 3,33 3,39 13,16
Ciger Fe 36,62 55,78 123,81 123,74
As 116,01 60,26 30,54 61,23
Cu 10,5 4,65 3,95 32,2
Se 5,6 4,87 32 418
Al 74,77 89,16 166,26 2439
Zn 125,57 3396 22924 893,66
Cr 11,51 15,45 23,49 64,96
Solungag: Fe 98,48 116,96 88,93 95,13
As 153,9 145,87 105,94 2594
Cu 3,79 7,21 14 14,48
Se 4,64 10,13 5,09 5,57
Al 12,21 13,58 12,99 11,7
Zn 36,48 42,66 36,94 73,92
Cr 443 6,74 4,81 30,26
Kas Fe 492 4,98 3,77 14,09
As 53,26 119,39 85,4 168,55
Cu 1,11 1,54 1,37 4,99
Se 2,38 4,16 2,12 2,34
Al 738,91 819,16 614,98 705,88
Zn 203,48 137,77 207 279,65
Cr 78,84 117,95 11,28 250,39
Beyin Fe 63,23 69,4 44,54 85,08
As 11,42 107,76 79,16 153,57
Cu 13,83 20,97 15,1 57,16
Se 9,14 12,19 0 0
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Dis ve yumusak dokulardaki agir metal diizeylerinin karsilastirmalari Cizelge 4.2'de
gosterilmistir. Dis dokusundaki metal seviyelerini beyin dokusuna benzer oldugu
saptanmistir. Aliiminyum tiim dokularda birikime sahiptir. Karaciger ve solungag¢ dokular1
birbirleriyle ayni biyobirikim 6zelliklerini gostermistir. Zn dokular arasinda en yiiksek

birikime sahiptir (P<0.05).

Dis, karaciger, solungag, kas ve beyin dokularinda elementlerin birikimi sirasiyla, Al > Zn
>Cr>Fe>As>Cu, Zn>Fe> As > Al > Cu> Cr >Se, Zn > As > Fe > Al > Cr > Se > Cu,
As>7Zn> Al >Fe>Cr> Se > Cu, Al > Zn > Cr > Fe >Cu >As >Se seklinde bulundu.

Dokularda incelenen her metalin birikim seviyeleri, Cr, Al ve Cu'nun dis ve beyin
dokularinda diger dokulara gore daha fazla biriktigi Sekil 4.6’da gdsterilmistir. Kas dokusu
en disiik birikimi gostermesine ragmen, As ve Se, kas dokusunda incelenen diger
metallerden daha yiiksek konsantrasyonda oldugu ortaya ¢ikmistir. Selenyum dis dokusunda
tespit edilmemistir. Cu, Cr ve As diger tiirlere gore T. flavimaculosus'ta, Zn ve Se L.

spadiceus'da daha yiiksek bulunmustur (Bkz. Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Metallere gore dokularin karsilastirilmasi (a; Demir, b; Selenyum, c; Arsenik, d;
Cinko, e; Bakir, f; Krom, g; Aliiminyum)



57

4.1.4. DNA dizileme yontemi kullamilarak balon bahg tiirlerinin dogrulanmasi ve

izlenmesi

mtDNA ekstraksiyonu

Tez ¢aligmasi kapsaminda 6rneklemesi yapilan L. sceleratus, Sphoeroides pachygaster ve
Torquigener flavimaculosus tiirlerinin kas, ylizge¢, deri ve iskeletinden doku ornekleri
alimmis ve Blin ve Stafford (1976) tarafindan verilen standart fenol kloroform yontemi ufak
modifikasyonlar ile kullanilarak mtDNA ektraksiyonu tamamlanmistir. Ekstrakte edilen

DNA’lar % 7’lik agoroz jel {izerinde goriintiilenmistir (Bkz. Sekil 4.6.).

Ras Yiizgeg Deri Kemik

Sekil 4.6. L. sceleratus’un kas, ylizgecg, deri ve kemik dokusundan elde edilen mtDNAnin
agoroz jel lizerindeki goriintlisti

Polimeraz zincir reaksiyvonu (PZR)

Tiirlerin kas, ylizgeg, deri ve kemik dokularindan edilen mtDNA sitokrom B (Cyt b) gen
bolgesi kullanilarak PZR analizi yapilmis ve %1,5’lik agoroz jel iizerinde goriintiilenmistir

(Bkz. Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. L. sceleratus’un kas, yiizgeg, deri ve kemik dokusundan elde edilen mtDNA’nin
Cyt b gen bolgesi PZR analizinin agoroz jel tizerindeki goriintiisii

DNA dizi analizi (Sekanslama)

Analiz edilen 18 Cyt b sekansinin uzunlugu 388 b¢ bulunmustur. Bunun 122 bg¢ degisken
bolge ve 266 bg konservatif bolge ve 110 bg bilgilendirici bolge olarak tespit edilmistir.
Ortalama niikleotid bilesimi %28 timin (T), %30,7 sitozin (C), %24,8 adenin (A) ve %16,6

guanin (G) seklinde bulunmustur.

Analiz edilen 18 sekansta on iki haplotip bulundu ve ortak haplotip tespit edilmedi. Tespit
edilen haplotipleden Hap 1-Hap 6 L. sceleratus, Hap 7 S. pachygaster ve Hap 8-
Hap 12°nin T. flavimaculosus'a ait oldugu saptandi (Bkz. Cizelge 4.3). Cizelge 4.4'de
verilen Cyt b geninden elde edilen haplotiplerin degisken niikleotid pozisyonlar1 verilmistir.
Ortalama haplotip ¢esitliligi 0,9346 olarak bulundu. Haplotiplerin birbiriyle olan iliskisini
DNAsp programi kullanilarak minimum Orten aga¢ (minimum spaning tree (MST))
metoduyla gosterilmistir (Bkz. Sekil 4.8). Elde edilen 18 sekans i¢in Genbank'tan MZ
512179-MZ 512196 kodlartyla erisim numaralar1 alinmistir.



Cizelge 4.3. Haplotip sayisi ve tiirler arasindaki dagilimi
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Haplotip

Lagocephalus
sceleratus

Sphoeroides
pachygaster

Torquigener
flavimaculosus

Hap 1
Hap 2
Hap 3
Hap 4
Hap 5
Hap_6
Hap 7
Hap 8
Hap_ 9
Hap 10
Hap 11
Hap 12

1
2
4
1
1
1

Toplam

10
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Cizelge 4.4. Tespit edilen haplotiplerin degisken niikleotid pozisyonlari

Haplotip

Niicleotid Pozisyonlar

Hap 1

Hap 2

Hap 3

Hap 4

Hap S

Hap 6

Hap 7

Hap 8

Hap 9

Hap 10

Hap 11

Hap 12

GTATTCACTACCACGAATGGTAATTACTCCAACATACCTAATCTG
CTCACGCGCCCACCTTTAGCCTCGCTCCCTGTCTCGGTACTACCTT
CTAAACTCTCGCACAAGTTCCGACCTGCCCC
GTATAAATTGCCACGAATGGTAATTACTCCAACTTACCTAATCTG
CTCACGCGCCCACCTTTAGCCTCGCTCCCTGTCTCGGTACTACCTT
CTAAACTCTCGCACAAGTTCCGACCTGCCCC
TTATAAATTGCCACGAATGGTAATTACTCCAACTTACCTAATCTGC
TCACGCGCCCACCTTTAGCCTCGCTCCCTGTCTCGGTACTACCTTC
TAAACTCTCGCACAAGTTCCGACCTGCCCC
GTATAAATTGCCACGAGTGGAAAGTACTCCGACTTACCAAATCTG
CTCACGCGCCCACCGTTAGCCTCGCTCCCTGTCTCGGTACTACCTT
CTAAACTCTCGCACAAGTTCCGACCTGCCCC
GTATAAATTGCCACGAAGGGTAATTACTCCGACTTACCTAATCTG
CTCACGCGCCCACCTTTAGCCTCGCTCCCTGTCTCGGTACTACCTT
CTAAACTCTCGCACAAGTTCCGACCTGCCCC
ATATAAATTGCCACGAATGGTAATTACTCCGACTTACCTAATCTG
CTCACGCGCCCACCTTTAGCCTCGCTCCCTGTCTCGGTACTACCTT
CTAAACTCTCGCACAAGTTCCGACCTGCCCC
TAATAAATCACTACGAATAGTCGTCTTGTAAATTCGTCTCAGGAC
CCTACGCACTAAATTCCGACCTTAACTACTACTTCTGTACCACTCC
TCACCCCTCTACATACACATTACTCTAAAAT
TATAAGTTCAGACGAGATGTTAATTCCTCCACTTTACTTCCGGACA
CCCTAAGTCCGGTTCCTATAGTTCCACTCACACTATCTGCTACTCC
CCCATCCGTATGACAGAATAACCTCAACCA
TATTAGTTCGGAACGAATAGTAATTCCTCAAATTTACTTCCGGAC
ACCCTGAGTCCGGTTCCTATAGTTCCACTCACACTATCTGCTACTC
CCCCATCCGTATGACAGAATAACCTCAACCA
TATTAGTTCGGAACGAATAGTAATTCCTCAAATTTACTTCCGGAC
ACCCTAAGTCCGGTTCCTATAGTTCCACTCACACTATCTGCTACTC
CCCCATCCGTATGACAGAATAACCTCAACCA
TATTAGTTCAGAACAGATGGTAATTCCTCAAATTTACTTCCGGAC
ACCCTAAGTCCGGTTCCTATAGTTCCACTCACACTATCTGCTACTC
CCCCATCCGTATGACAGAATAACCTCAACCA
TATAAGTTCGGAACAGATGTTAATTCCTCAAATTTACTTCCGGAC
ACCCTAAGTCCGGTTCCTATAGTTCCACTCACACTATCTGCTACTC
CCCCATCCGTATGACAGAATAACCTCAACCA
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Sekil 4.8. Haplotipler arasindaki iligkinin MST metoduyla gériintimii

En iyi model yontemi kullanilarak test edilen modelde Kimura 2 (BIC Puani: 2 699 079)
olarak tespit edildi. Tiirler aras1 ortalama genetik ¢esitlilik 0,1502 olarak gézlemlendi. En
diisiik genetik cesitlilik L. sceleratus ve S.pachgaster (0,2209) arasinda, en yiiksek ise L.
sceleratus ve T. flavimucolosus (0,26127) arasinda gozlemlendi. En yiiksek genetik ¢esitlilik
ise T. flavimaculosus'ta gozlenmistir (0,0146). Tiirler arasindaki mesafelerin matrisi Cizelge

4.5.”de verilmistir.
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Cizelge 4.5. Tirler aras1 genetik ¢esitlilik ve tiirler arasindaki genetik uzaklik (koyu) (P <

0.05)
Species L. sceleratus S. pachygaster T. flavimaculosus
L. sceleratus - 0,96311* 0,95073*
S. pachygaster 0,2209 - 0,95042*
T. flavimaculosus 0,2493 0,2243 -

Filogenetik analizler kapsaminda yapilan komsu kalitim (NJ) ve maksimum parsimony (MP)
filogenetik agaclarinin benzer topolojiler gosterdigi gozlemlendi. NJ ve MP agaclarinda ii¢
ana kok tespit edildi ve GenBank’tan alinan 6rnekleriyle eslesen tiim tiirler ayr1 dallara

dagildi (Bkz. Sekil 4.9 ve Sekil 4.10).
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Sekil 4.9. GenBank 6rnek referanslari ile Cyt b dizilerine dayali komsu kalitim agaci
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Sekil 4.10. GenBank 6rnek ile birlikte Cyt b dizilerine dayali Maksimum Parsimony agaci

4.2. Charybdis longicollis’in Biyomedikal Alaninda Kullanimi

Kitin ve kitosan ekstraksiyonu

Tez ¢alismasi kapsaminda C. longicollis kabuklarindan kitin ve kitosan elde edildi. Ekstrakte

edilen kitin ve kitosan miktarin1 hesaplamak i¢in ii¢ tekrarli analiz yapildi. Yas agirlik

durumundaki kurutulmus ve 6giitiilmiis yengec¢ kabuklarindan %25,78 oraninda kitin elde

edildi. Ekstre edilen kitinden iiretilen kitosan verimi ise %80,23 olarak tespit edildi. Elde

edilen kitin ve kitosan iirlinlerine yapilan kiil ve su tutma kapasitesi analizleri sonuglari

strastyla %35,07, %275,6 ve %8,12 ve %595,78 olarak bulunmustur.

C. longicollis'ten elde edilen kitin fourier transform kizilotesi spektrometresi (FTIR) ile

analiz edildi (Bkz. Sekil 4.11). Olusan piklerden 1063 cm™ piki anomerik karbonun C-H
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baglarindan kaynaklanan anomerik karbonun varligi tespit edildi. Ekstrakte edilen kitinde
bulunan glukopiranoz kalintilari (C-H eksenindeki 1063 cm™ piki) elde edilen kitini
karakterize etmek icin kullanildi. FTIR spektrumunda ilk genis pik 1229 ile 1250 cm™
arasinda tespit edilmis. Bu aralik alfa kitinin gdstergesi olan C=0'ya karsilik gelmektedir.
Ikinci genis pik 1381 ile 1405 cm™ aralifinda tespit edilmistir. Bu aralik, N-H'nin amid
II'sine ve C—N'nin amid I1I'sine karsilik gelen énemli amid bantlarini icerir. Ugiincii genis
pik ise 2900 ile 2987 cm™! arasinda tespit edilmistir. Son olarak, amid B'ye karsilik gelen bir
diisiik tepe noktas1 (3668-3673 cm™') tespit edildi. Elde dilen bu sonuglar, proteinlerin yani

sira amino-polisakkarit alfa kitin igceren bir yap1 gostermektedir.
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Sekil 4.11. C. longicollis'ten elde edilen kitinin 4000—400 cm™! spektrum araligindaki FTIR
goruntisu

C. longicollis’den elde edilen kitine XRD analizi yapilarak kristal yapilar1 belirlendi (Bkz.
Sekil 4.12). Sekil 4.12'de verilen kitinin XRD analizi sonuglari, tiim yogun yansimalarin
C32Hs52020Ns kimyasal formiiliine sahip kitin ile Ortiistiigliinii gostermektedir. Kitin
yansimalari, [CDD Kart No: 96-151-6345'de sunulan alfa kitin verileriyle miikemmel uyum
saglamaktadir. Kitinin hiicre parametreleri a = 4,75, b = 10,3330 ve ¢ = 18,89 sekilde
bulundu. Bunlar referans alfa kitine ¢cok yakindir. Elde edilen XRD sonuglar1 FTIR analiz

sonuclarini desteklemektedir.
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Sekil 4.12. C. longicollis kabuklarindan elde edilen kitinin X-151n1 kirinim desenleri

4.3. Diadema setosum’un Biyomedikal Alaninda Kullanim

Fourier donusumlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR)

D. setosum "un toz haline getirilen kabugu Fourier transform kiziltesi spektrometresi (FTIR)
ile analiz edildi (Bkz. Sekil 4.13). Olusan piklerden 714 cm™ ve 871 cm™ piki sirasiyla amorf
ve kristal yapiy1 tespit ettigi belirlenmistir. Olusan bir diger pik olan 1078 cm™ piki analiz
edilen kabugun yapisindaki sodyum siilfat1, 1402 cm™ piki sodyum karbonat: ve 1638 cm™

piki ise kalsiyum stilfat1 karakterize etmektedir.
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Sekil 4.13. D. setosum kabugunun 4000400 cm™! spektrum araligindaki FTIR goriintiisii
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X-Isimi Kirinmim (XRD) Analizi

Tez ¢alismasi kapsaminda D. sefosum 'un toz haline getirilen kabuklarinin XRD analizi ile
yapist belirlendi (Bkz. Sekil 4.14). Sekil 4.14'de verilen uzun dikenli denizkestanesi
kabugunun XRD analizi sonuglarindaki yansimalarin CasMgCsO1g kimyasal formiiliine
sahip kalsit ile %91, Mg4O4 kimyasal formiiliine periklaz ile %9 oraninda ortlistiigiinii
gostermektedir. Bu yansimalari, ICDD Kart No: 96-900-1299'da sunulan kalsit verileri ve
ICDD Kart No: 96-901-3253'de sunulan periklaz ile miikkemmel sekilde uyum
saglamaktadir. D. setosum kabugunun hiicre parametreleri a = 4,9380, b = 4,9380 ve ¢ =
16,8320 sekilde bulundu. Elde edilen XRD sonuglart FTIR analiz sonuglarin
desteklemektedir.
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Sekil 4.14. D. setosum kabugunun X-151n1 kirtnim desenleri
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5. TARTISMA

Tez ¢alismasinin ilk boliimiinde istilaci balon baliklarinin biyomedikal alaninda kullanimi
ile ilgili caligmalar yapilmig ve bunun sonucunda, ilk olarak Lagocephalus sceleratus disinin
biyomedikal alanda hidroksiapatit (HA) olarak kullanimi arastirilmis ve ekstrakte edilmis,
ikinci olarak L. sceleratus derisinden kolajen/jelatin iiretimi yapilmistir. Uciincii kullanim
alani olarak yine balon balig1 dislerinin ¢evresel gosterge olarak kullanimini amaglanmis ve
bu cercevede agir metal birikim analizleri yapilarak dislerin cevresel gosterge olarak
kullanilabilecegi ortaya ¢ikarilmistir. Bu boliimde son olarak {ilkemiz sularinda sayilari
giderek artan ve zehirlenmelere sebep li¢c balon balig1 tiirii olan L. sceleratus, Torquigener
flavimaculosus ve Sphoeroides pachygaster tirlerinin deri, kas, ylizge¢ ve iskelet gibi

atiklarindan mtDNA barkodlama teknigi kullanilarak tiirlerin barkodlamalari yapilmastir.
Ikinci béliimde iilkemiz sularinda istilac tiir olan Charybdis longicollis’in biyomedikal
alaninda kullanimi amag¢lanmis ve bunun i¢in istilact yengecin kabuklarindan kitin ve
kitosan ekstrakte edilmistir.

Uciincii ve son boliimde ise bir diger istilac1 tiir olan Diadema setosum’un iilkemiz
ekonomisine kazandirilmasi i¢in kabuklarinin karakterizasyonu yapilmis ve biyomedikal

alaninda olas1 kullanim alanlar1 belirlenmistir.

5.1. Balon Baliklarinin Biyomedikal Alaninda Kullanim

5.1.1. Lagocephalus sceleratus disinin biyomedikal alaninda hidroksiapatit (HA) olarak

kullanim

Elementel kompozisyon analizi

Ekstrakte edilen HA’larin elementel kompozisyonu birbirine ¢ok yakindir. Ortalama olarak
HA’nin ana yapis1 %52 kalsiyum ve %39 fosfat, %2,5 manganez, %1,5 magnezyum, %1
titanyum, %0,8 vanadyum ve %3,2 diger elementlerinden olustugu belirlenmistir. HA nin
Ca/P atom orani degeri, stokiyometrik HA'dan nispeten daha yiiksek olan 1,32 olarak tespit

edilmistir. Tespit edilen Ca/P orani, B-tipi karbonat HA'nin varligin1 dogrulayan fosfatin
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yerini alan karbonat iyonlarinin varligi ile ilgili olabilir (Boutinguiza ve digerleri, 2012). L.
sceleratus dislerinde tespit edilen HA karbonatlarin Ca/P oranmmi giicli bir sekilde
degistirebildigi biyolojik apatitlerin mineral fazinin tipik bir Ornegidir (Antonakos,
Liarokapis ve Leventouri, 2007). Lee, Koh, Yoon, Kim ve Kim (2007) miirekkep baligi
kemiginden fosforik asitte elde edilen HA'min iki farkli karistirma orani igin 1,64-1,70
arasinda oldugunu bildirmistir. Bahrololoom ve digerleri (2009) c¢esitli hayvan
kemiklerinden elde edilen dogal HA’nin Ca/P oranlarini arastirmis ve 1,46-2,01 arasinda
oldugunu bildirmistir. Nazarpak, Solati-Hashjin ve Moztarzadeh (2009) {irettikleri sentetik
HA'nin Ca/P oranim1 1,62 olarak hesaplamislardir. Latif ve digerleri (2020) Thunnus
thynnus'tan dogal HA ekstrakte etmis ve Ca/P oranini 1,60 olarak bulmuslardir. Joschek,
Nies, Krotz ve Gopferich (2000) yaptiklar1 calisma 1s1g¢inda insan kaval kemiginin Ca/P
oranini 1,68 olarak bildirmislerdir. Calismamiz kapsaminda tespit edilen Ca/P orani diger
caligmalara gore nispeten diisiik olsa da, dis endiistrisi uygulamalarinda dogal HA kaynagi
olarak kullanilabilir sinir icerisinde oldugu tespit edilmistir (Milella, Cosentino, Licciulli, ve

Massaro, 2001; Shanaghi, Mehrjou, Ahmadian, Souri ve Chu, 2021).

Dis tozunun yerini alan materyallerin nano yapisi, genellikle osteoblast fonksiyonlarinin
artmasina neden olan iyi biyoaktivite ve osteokondiiktivite ile iliskilidir (Balasundaram, Sato
ve Webster, 2006). Biyolojik apatitlerin insan hiicre adezyonunda metabolizmaya
katkilarindan dolay1 davraniglarinda 6nemli olan elementler Na, Mg, K ve Se L. sceleratus
dislerinde ekstrakte edilen HA’da yiiksek seviyelerde tespit edildi. Kemik metabolizmasinda
ve osteoporozda, Na ve Mg'nin 6nemli bir rolii vardir (Boutinguiza ve digerleri, 2012; Sari¢
Piasek, Blanusa, Kostial ve Ilich, 2005). Mg hiicre proliferasyonu ve fonksiyonunda ¢ok
onemlidir, ¢ilinkii hiicreler Mg eksikliginde DNA, RNA ve protein sentezindeki azalma
nedeniyle hiicreler ¢cogalamazlar (Joschek ve digerleri, 2000). Ayrica Sr, kemik erimesini
azaltmak ve kemik olusumunu hizlandirmakla baglantili olup, kirik riskinin 6nlenmesine

yardimci olur (Marie, 2006).

Tetrodotoksin (TTX) analizi

Tez caligmas1 kapsaminda L. sceleratus disinden elde edilen HA’nin TTX miktarinin
Olciilmesi icin LC/MS-MS ve HPLC tiniteleri birlikte ¢alistirilarak analiz edilmistir. Ancak
analiz sonucunda ekstrakte edilen HA iirlinlerinde tespit edilebilen minimum miktar olan 0,1

png/mg’dan daha diisiik TTX icerdigi saptanmuistir.
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X-Isim1 kirinim ydntemi (XRD) analizi

XRD analizi sonucuna gore tez calismasi kapsaminda elde edilen HA’nin tim yogun
yansimalarinin Cas(PO4)3(OH) kimyasal formiiliine sahip HA oldugu tespit edilmistir.
HA’nin XRD kirinim desenleri ICDD Kart No: 01-089-4405 olan verilerle miikemmel bir
sekilde eslesti. HA nin hiicre parametreleri su sekilde bulundu: a = 9,451(1), b = 18,823(1)
ve ¢ = 6,926(2), bu degerler ICDD Kart No: 01-089-4405 degerlerine ¢ok yakin degerlerdir.
XRD modellerinde goriilen genis yapi, organik bir matris ile biyolojik olarak mineralize
edilmis diisiik kristalli hidroksiapatiti gostermektedir (Landi, Celotti, Logroscino ve
Tampieri, 2003; Bahrololoom ve digerleri, 2009). XRD analizi, element analizi sonuglarini
desteklemektedir. XRD sonucuna gore diglerin ana bilesimi kalsiyum ve fosfattir. Diger agir
metaller XRD modelinde tespit edilmedi. Agir metaller, Vanadyum (V), Krom (Cr), Kobalt
(Co), Nikel (Ni), Bakir (Cu), Cinko (Zn) Arsenik (As), Molibden (Mo) ve Kursun (Pb) HA’
da dis endiistrisi i¢in organik kabul edilen ASTM Standartlar1 tarafindan belirlenen sinirin
altinda tespit edildi (Boutinguiza ve digerleri, 2012). Bu sonuglar 1s1ginda, agir metallerin
toksik olmayan Olgiimlerinin varhigi, elde edilen HA’nin etkileri sitotoksik olmadigi ve

pazarlanabilir HA'nin yapisina benzer oldugunu ortaya koymustur.

Taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi

Ekstrakte elde edilen HA 6rneklerinin ylizeylerinde yapilan SEM analizi sonucunda oval ve
plaka seklinde parcaciklar gozlemlendi ve L. sceleratus dislerinin baslangigta sar1 olmasi
yapisindaki kolajen ve diger organik parcalarin varligin1 gostergesi olarak kabul edildi.
Kristallerin boyutu ve morfolojik yapisi balon baligi dislerinin biyomekanik isleyisinde
onemli bir rol oynamaktadir, ¢iinkii hiyerarsik diizenek ve HA kristallerinin kolajen i¢indeki
oryantasyonu dislerin yiiksek sertligini desteklemektir. SEM mikrograflarinin gosterdigi
gibi, elde edilen HA’larin muhtemelen temel bloklarin kaynasmasiyla sekillendirilen bir
cubuk sekli ortaya ¢ikardigini ve kristal uyumlu oldugu saptanmistir (Eppell, Tong, Katz,
Kuhn ve Glimcher, 2002). Ekstrakte edilen HA, Boutinguiza ve digerleri (2012) tarafindan
bildirilen kuru ortam 6giitme ile birlikte 600°C 6n islem yontemi kullanilarak hazirlanan
nano balik kil¢ig1 tozlarina benzerlik gostermektedir. Analizler sonucunda ekstrakte edilen
HA’nin kapsami ve sekli, iyi biyoaktivite ve esneklik gibi 6nemli 6zellikler saglayabilecegi

bildirilmistir (Huang, Wang, Ning, Nan ve Han, 2007; Chevalier ve Gremillard, 2009).
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Elastik modiil (Er) ve sertlik (H) analizi

Elde edilen HA’ nin makro ve mikro sertlik ve esneklik durumlari Nanoindenter testi analizi
ile gergeklestirilmistir. 7 6rnek kontrol grubu, 7 6rnek gelistirilen iiriin grubu olacak sekilde
toplam 14 numune hazirlanmistir. Tiim numunelere 50 N yiik altinda toplam 5 girinti
uygulanmistir. Kontrol numunelerinin elastik modiil (Er) ve sertlik testi (H) ortalama
degerleri sirasiyla 9,33 ve 0,27 olarak bulunmustur. Gelistirilmis iiriin gruplari i¢in ortalama
elastik modiil (Er) ve sertlik testi (H) degerleri sirasiyla 9,88 ve 0,40 olarak tespit edilmistir.
Dis endiistrisinde kullanilan malzemelerde en ¢ok dl¢iilen ve uygulanan mekanik 6zellikler
sertlik ve esneklik analizidir (Chung ve Yap, 2005). L. sceleratus diglerinden elde edilen
HA’nin yapisinda titanyum ve vanadyum bulunmasi nedeniyle organik, diisiik maliyetli,
dayanikli, bakterilere dayanikli, leke tutmaz gibi avantajlara sahip oldugu sonucuna
varilabilir. Dogal dis dolgu malzemesi olarak balon baligindan ekstrakte edilen HA, dolgu,
implant ve protez tedavilerinde estetigi, sertligi, saglamligi, islevselligi, uygunlugu ve

uyumlulugu etkin ve basit bir sekilde saglanmaktadir.

5.1.2. L. sceleratus Derisinden kolajen ve jelatin ekstraksiyonu

Asitte Coziiniir Kolajen (ASC) yontemi ufak modifikasyonlarla kullanilarak ekstrakte edildi
(Li ve digerleri, 2013). Notr pH'da tuz ¢okeltmesinden sonra izole edilen kolajenin verimi,
liyofilize kuru agirlik bazinda %50,9 tespit edilmistir. L. sceleratus derisinin kolajen verimi,
diger deniz baliklarinin derilerinden, kemiklerinden (Nagai ve Suzuki, 2000), yiizgeclerden
(Nagai, 2004) ve denizanasi, miirekkepbalig1 gibi diger deniz organizmalarindan elde edilen
kolajen veriminden daha yliksek veya daha yakin olarak tespit edilmistir (Nagai ve Suzuki,

2000; Nagai ve digerleri, 2001).

Nem, protein icerikleri ve aminoasit analizleri

Elde edilen kolajenin nem, kiil, yag, protein igerikleri ve aminoasit analizleri
gerceklestirilmistir. Nem igerigi %75,1, protein icerigi %2,45 olarak tespit edilmistir.
Mevcut sonuglar, kolajenin ¢oziiniirliigiinde bir azalmaya yol agan molekiiller arasi ¢apraz
baglanmanin yani sira, derideki kolajen molekiiliiniin biiyiik olasilikla telopeptid
bolgesindeki aldehit gruplarinin  yogunlagsmasi yoluyla kovalent baglarla c¢apraz

baglanmasiyla aciklanabilir (Foegeding, Lanier ve Hultin, 1996; Zhang ve digerleri, 2007).
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Aminoasit bilesimindeki glisin konsantrasyonu %35,1 olarak bulundu. Kolajende bulunan
diger aminoasitlerde en yliksek igerigi imino asit (%17,2), alanin (%15,01), hidroksiprolin
(%7,2), glutamik asit (%6,8) ve prolin (%5,6) olarak bulunmustur. Muyonga ve digerleri
(2004) glisinin Tip 1 olarak telaffuz edilen kolajendeki en baskin aminoasittir ve kolajenlerin
tiim tipleri prolinden zengin tripeptitlerin tekrarlar1 olan alanlar ile karakterize edilmektedir.
Glisin, kolajen molekiillerinin N-ucundaki ilk 14 aminoasit kalintis1 ve C-ucundaki ilk 10
aminoasit kalintis1 disinda {i¢lii sarmalin olusumunda rol oynamaktadir (Foegeding ve
digerleri, 1996). L. sceleratus derisinden ekstrakte edilen kolajende tespit edilen imino asit
icerigi (%17,2), lkoma, Kobayashi, Tanaka, Walsh ve Mann, (2003) tarafindan bildirilen
domuz derisi kolajeninden daha diisiik bulunmustur. Ancak genel olarak bakildiginda balik
kolajenlerindeki imino asit icerigi, memelilerden ekstrakte edilen kolajendekinden daha

diisiiktii oldugu bildirilmistir (Foegeding ve digerleri, 1996).

SDS-PAGE analizi

Ekstrakte edilen kolajen al ve o2 zincirlerinden olusuyordu ve al zincirlerinin bant
yogunlugu, a2 zincirlerininkinden yaklasik 2 kat daha ytiksek oldugu gézlemlendi. Ekstrakte
edilen kolajendeki yiiksek molekiiler agirlikli bilesenler, 6zellikle b bilesenleri, kiigiik
miktarlarda g bilesenleri ve daha yiliksek molekiiler agirlikli diger capraz bagli molekiillerin
bulundugu goézlendi. Deriden elde edilen kolajen tiirlerinin yapilan ¢alismalarda esas olarak
tip I'den olustugu bildirilmistir (Foegeding ve digerleri, 1996; Nagai ve Suzuki, 2000;
Muyonga ve digerleri, 2004; Nagai, Suzuki ve Nagashima, 2008). Yapilan SDS-PAGE

analizi sonucunda elde edilen kolajenin Tip I sinifi oldugu dogrulanmustir.

Tetrodotoksin (TTX) durumu

Kolajen ve jelatinin TTX durumlart Agilent 1200 HPLC sistemine bagl bir Agilent 6460
ticlii dort kutuplu kiitle spektrometresinden olusan LC-MS-MS sistemi ile analiz edildi.
Ancak, elde edilen sonuglara gore ekstrakte edilen kolajen ve jelatinde TTX tespit edilemedi.
Bu da elde edilen kolajen ve jelatindeki TTX miktarimin 0,1 pg daha diisiik oldugunu

gostermektedir.
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5.1.3. Balon bahg dislerinin ¢evresel indikator olarak kullanim

Sucul ekosistemler, kirleticilerin ¢evreye birakildigi ana alicilardir (Moiseenko ve
Kudryavtseva, 2001). Bu nedenle ¢evresel izleme caligmalarinda biyolojik materyal olarak
suda yasayan organizmalar tercih edilmektedir (Rayment and Barry, 2000). Balon baliklari,
Akdeniz ekosistemi besin zincirinde predatdrleri olmayan, istilaci tiirlerdir. Bu nedenle, bu
tiirlerin dokularinda agir metal birikiminin belirlenmesi, su ortami i¢in dogal seleksiyonu
olarak kabul edilebilir. Tez ¢alismasinda gerceklestirilen analizler sonucunda ilk kez dis
dokusunun toksikoloji ¢aligmalarinda gosterge olarak kullanilabilecegini ortaya ¢ikarilmis
ve disteki metal birikimlerinin balon balig1 tiirlerinin incelenen diger dokularina paralel

olarak belirlendigi ortaya konmustur.

Agir metal birikimi analizi

Elde edilen sonuglara gore, Fe, Se, As, Zn, Cu, Cr, Al elementleri L. sceleratus, L. spadiceus,
L. suezensis ve T. flavimaculosus dokularinda 6nemli diizeyde bulunurken (P<0.05), Co, Ni,
Mo, Cd, Pb tiim dokularda tespit limitleri altinda bulundu (P>0.05). Dis dokusunda Al ve
Zn metalleri L. spadiceus'ta, Cr ve As metalleri ise 7. flavimaculosus'ta diger tiirlere gore

daha yiiksek bulundu.

Balon balig tiirlerinin dis dokusunda Cr ve Al en yiiksek diizeyde birikirken Se tespit
edilmedi. Bunun nedeni Cr ve Al''lm Ca kanallarindan gegisinin diger metallere gére daha zor
olmasidir. Ote yandan, kalsiyumdan zengin dis dokusu bu metalleri selatlayabilir. Dis ve
beyin dokusu metal birikimi agisindan benzerlik gostermistir, bu da beyin ve kemik
dokularinin agir metaller i¢in son depolanma yeri olmasina bagh olabilir. Bu sonuglar,
memelilerde yapilan ¢aligmalar tarafindan da desteklenmektedir (Fosse ve Justesen, 1978,

Appleton ve digerleri, 2000).

Dis dokusu, diger dokularin aksine stabil olmasi ve mineral fazindaki bazi metalleri
baglayabilmesi nedeniyle memelilerde toksikoloji ¢aligmalarinda indikator olarak
kullanilmistir (Fosse ve Justesen, 1978; Appleton ve digerleri, 2000). Kirlilik izleme
caligmalarinda insan dis dokusunda Ni, Cr, Mn, Pb, Cd, Hg ve Zn birikimlerinin yiiksek
diizeyde oldugu belirlenmistir (Nowak ve Chmielnicka, 2000). Appleton ve digerleri (2000)
endiistriyel kirlilikte yasayan Clethrionomys glareolus farelerinin dis dokusunda Pb, Cd, Zn,
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Cu ve Sr birikiminin yiiksek oldugunu bildirilmistir. Dis dokusunun 06zelliklerinin
organizmalarin yasam evrelerine gére metal birikiminin belirlenmesine olanak sagladigi da

ayrica belirtilmistir.

Demir (Fe), oksijen transferi, solunum zincir reaksiyonlari, DNA sentezi ve bagisiklik
sisteminde islevleri olan, yagsam i¢in 6nemli bir eser elementtir, ancak asir1 dozda alindiginda
kalp hastaligina, kansere ve insiilin duyarliliginin bozulmasina neden olmaktadir (Wood,
Farrell ve Brauner, 2012). Analizler sonucunda balon baliklarinin karacigerinde ve solungag
dokusunda Fe en yiiksek diizeyde gézlemlenmistir. Fe’nin karaciger ve solungac dokusunda
en yliksek yogunlukta bulunmasimnin nedeni olarak Fe'nin temel 6zelliklerinin yani sira

dokularin metabolik aktivitesi ile agiklanabilir.

Cinko (Zn), biyolojik sistemlerde Fe'den sonra ikinci bir 6neme sahip olan ve karbonhidrat,
protein, lipit ve niikleik asit metabolizmalarinin yan1 sira bagisiklik sistemi, sinir iletimi ve
hiicre iletiminde aktif rol oynayan bir eser elementtir (Murakami ve Hirano, 2008). Gida ve
Tarim Orgiitii'ne gdre balik tiirlerinde Zn konsantrasyonu limitleri 98 ile 303 pg/g! arasinda
degismektedir (Dhanakumar, Solaraj ve Mohanraj, 2015). Calismamizda Zn en yiiksek
diizeyde solungag (893,66 ng/g™!) ve karaciger (634,83 pg/g"') dokularinda bulunmustur.
Agir metallerin ana alim yollar1 balik solungaglar1 ve sindirim sistemidir, dolayisiyla
solunga¢ dokusunda en fazla Zn birikimi bu sekilde acgiklanabilir. Zn genellikle toksik
degildir ve biiyiime ve gelisme i¢in kii¢iik bir miktar gereklidir. Ancak, onerilen diyet
miktarmin (15-100 mg/giin) 6tesinde asir1 yiiksek Zn alimlart bulanti, kusma, uyusukluk ve
yorgunluk gibi belirtilere neden olabilir (Fosmire, 1990).

Selenyum (Se), baliktaki proteinlerin yapisinda yer alir ve antioksidan gorevi goren
selenoprotein ad1 verilen enzimleri iiretir. Se, glutatyon peroksidaz, tioredoksin rediiktazlar
gibi antioksidan enzimler ve iyodotironin deiyodinazlar gibi seleno enzimler ile tiroid
metabolizmasinda gorev alir. Se'nin toksik etkisi, metionin gibi diger kiikiirt iceren
aminoasitlerle kombinasyon halinde selenometiyonin iiretiminden kaynaklanir. Kuantum
noktalar1 gibi Se icerigine sahip nanomalzemelerin, Micropterus salmoides'te olfaktor ampul
yoluyla beyne ulastigi bildirilmistir (Bouldin, Ingle, Sengupta, Alexander, Hannigan ve
Buchanan, 2018). Bu ¢alismada tespit edilen en yiiksek Se birikiminin beyin dokusunda

olmasinin nedeni olarak aciklanabilir.
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Arsenik (As) dogada farkli kimyasal formlarda bulunur ve organizmada birikimi ve
toksisitesi gevresel faktorlerin etkisiyle kolaylikla degisebilir. Epidemiyolojik toksisiteyi
indeklediginden, asir1 Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) {ireterek organizmalara zarar verir.
Avyrica insan iizerinde sitotoksik ve genotoksik etkiye sahiptir (Gentry, McDonald, Sullivan,
Shipp, Yager ve Clewell, 2010). Ayrica, arsenige kronik maruziyetin cilt lezyonlari, siyah
ayak hastalig1, periferik vaskiiler hastaliklar ve kanserler dahil olmak iizere arsenikoza yol
acabilecegi iyi bilinmektedir (Sun, Rathinasabapathi, Wu, Luo, Pu ve Ma, 2015). Bu
calismada solungac ve kas dokusunda As birikimi karaciger dokusuna gore daha fazlaydi.
Solunga¢ dokusundaki As seviyesinin yiiksek olmasi, bu dokunun alim mekanizmasinin
yanit sira bir bosaltim mekanizmasina da sahip olmasindan kaynaklanabilir. As'in

biyometilasyonu, kas dokusunda saptanan yiiksek birikimin nedeni olabilir.

Bakir (Cu) temel bir mikro besindir, ancak yiiksek konsantrasyonlarda suda yasayan
organizmalar i¢in toksik hale gelir (Upadhyay ve Panda, 2010). Bu ¢alismada Cu beyinde
en yiiksek diizeyde, kas dokularinda ise daha az bulunmustur. Karaciger dokusunun
fonksiyonel 6zellikleri agisindan daha yiiksek diizeyde Cu biriktirdigi bildirilmistir. Ancak
gonad, beyin ve kemik dokularinda yiiksek konsantrasyonlarda bulunmustur (Jezierska ve
Witeska, 2016). Papagiannis, Kagalou, Leonardos, Petridis ve Kalfakakou (2004), Pamwotis
Golii'nden alinan dort farkli balik tiiriinde bakirin yiiksek konsantrasyonlarda karacigerde
biriktigini bildirmistir. Jiang ve digerleri (2014) Cu’nun potansiyel bir norotoksik etkiye
sahip oldugunu ve Oncorhynchus mykiss'in beyin dokusunda birikmesi sonucunda lipid
peroksidasyonunu ve protein oksidasyonunu artirarak antioksidan enzim aktivitesinin

inhibisyonunu ortaya ¢ikardigini bildirmistir.

Krom (Cr) bir hayvanda +3 seklinde diisiik konsantrasyonlarda karbonhidrat, lipid ve protein
metabolizmasinda gorev yapan esansiyel bir element olmasina ragmen, Cr anemi, zosinofili
ve lenfositoz gibi bazi balik tiirleri, bronsiyal ve renal lezyonlar i¢in zehirli etkiye sahiptir.
Nehirlerde ve gollerde Cr konsantrasyonu 1 ila 10 ug/L arasinda degisir ve EPA'ya gore izin
verilen seviye tavsiyesi insan sagligi ve su yasaminin korunmasi i¢in 50 ila 100 ug Cr/L
arasindadir. Cr, balik govdelerinde daha az birikmesiyle bilinirtken, daha yiiksek Cr
konsantrasyonlari, Cr atma noktasina yakin yiizen baliklarin solungaglarina zarar verir
(Afshan ve digerleri, 2014). Calismamizda Cr, dort farkli balon balig1 tiiriintin dis
orneklerinde yiiksek konsantrasyonlarda oldugu saptanmistir. Abbas ve Ali (2007) Cr’nin

Oreochromis sp.'de 43,7 mgL™! Cr+6 konsantrasyonunda 24 ve 96 saat etkisinde karaciger
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ve beyinde DNA hasart tespit edilen yiiksek konsantrasyonlarda yiiksek oksidasyon
kabiliyetine sahip oldugunu bildirmistir. Ayrica Cr+ 6'nin etkileri solungag, karaciger ve
bobrek dokusunda histopatolojiye neden olmus, plazma kortizol diizeyini degistirmis ve
Channa punktata'da 2 ve 4 mgL""lik bilyiimeyi yavaslatmistir (Mishra ve Mohanty, 2009).
Ayrica Cu, Zn ile baglantili olarak ilave toksik etkilere de neden olabilir (Schmitt ve
Brumbaug, 1990).

Aliiminyum (Al), hayvanlar i¢in esansiyel olmayan bir elementtir, bu nedenle ¢ok diisiik
konsantrasyonda birikimi bile toksik etkilere neden olur. Bu ¢alismada Al, en yiiksek dis
dokusunda ve ikinci olarak beyin dokusunda karaciger ve kas dokusundan daha yiiksek
konsantrasyonlarda birikmistir. Al'!n ortamdan uzaklastirilmasi, dis dokusundaki yiiksek Al
konsantrasyonunun mineral fazda iyonik Al formunun birikmesi ile agiklanabilecegi iyonik
veya askida kat1 maddeler ile ger¢eklestirilir. Beyin dokusundaki yiiksek Al konsantrasyonu,
bu metalin norotoksik etkilerini destekler. Al ile kirlenmis bdlgelerde farkli Al formlari,
farkli balik tiirlerinin karaciger, bobrek, iskelet ve solungag dokularinda yiiksek

konsantrasyonlarda bulunmustur (Moiseenko ve Kudryavtseva, 2001).

Agir metal toksinleri, gesitli olumsuz saglik etkilerine katkida bulunur. Insan sagligin
etkileyebilecek 23'lin iizerinde farkli agir metal toksini vardir ve her toksin maruz kalan bir
bireyde farkli davranigsal, fizyolojik ve biligsel degisiklikler iiretecektir (Dural, Goksu ve
Ozak, 2007). Baliklardaki agir metal konsantrasyonlarmin bilinmesi hem doga yonetimi
hem de insan saglig1 agisindan 6nemlidir. Metallerin toksisitesi en yaygin olarak beyin ve
bobrekte bulunur, ancak arsenik gibi bazi metallerin neden oldugu diger ortaya ¢ikan
belirtiler insan kanserine neden olabilir (Gentry ve digerleri, 2010; Sun ve digerleri, 2014).
Biyobirikim, metalle kirlenmis bolgelerdeki biyotik ve abiyotik faktorlere ve dokular
arasindaki fonksiyonel farkliliklara bagli olarak degismektedir. Karaciger ve solungag,
calisma ozellikleri nedeniyle metabolik olarak aktif dokulardir, kas ve dis dokular ise
metabolik olarak daha az aktiftir. Bu nedenle dis dokusu, stabil yapisi nedeniyle dokusunu
korudugu i¢in zamana bagli izleme caligmalarina katki saglayabilir. Ayrica dis dokusunun

mineral faz1 agir metaller i¢in selasyon etkisi gosterebilir.
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5.1.4. DNA dizileme yontemi kullanilarak balon balg: tiirlerinin dogrulanmasi ve

izlenmesi

Tiim diinyada deniz {iriinleri ticareti yapilmaktadir. Yanhs etiketlenmis deniz tirlinleriyle
baglantili olas1 saglik riskleri giderek artmaktadir (Tuney, 2016). Akdeniz ve Kizildeniz
kiyilarinda yasa dis1 veya yanlislikla karaya ¢ikarilan ve deniz tirlinii olarak tiiketilen balon
baliklarinin ticareti ve karaya cikarilmasi pek cok iilkede yasaklanmistir (El-Ganainy,

Sabrahand ve Zaky, 2006).

Geleneksel morfolojik yontemler, tiirlerin ¢dziimlenmesini saglamak i¢in genellikle
yetersizdir. Bu nedenle genetik tanimlama aracglar1 6zellikle DNA barkodlama balik tiirleri
icin giivenilir araglar olarak kabul edilmektedir (Nehal, Choudhary, Nagpure ve Gupta,
2021). Bu problemin ¢oziimiinde genellikle mtDNA’nin COI, 16s rRNA ve Cyt b gen
bolgeleri calisilmis ve tiir tanimlamasinda etkili gen bolgeleri oldugu bildirilmistir (Tuney,

2016; Turan ve digerleri, 2017a; Ghouri ve digerleri, 2020).

Tez ¢aligmas1 kapsaminda Tiirkiye deniz sularinda dagilim gosteren ii¢ istilac1 balon balig1
tirii L. sceleratus, S. pachygaster ve T. flavimaculosus Cyt b gen bolgesi kullanilarak DNA
barkodlama yontemiyle aragtirilmistir. Sonuglar i¢in, ii¢ cins altindaki tiim tiirler, yiliksek bir
onyiikleme degeri ile NJ ve MP agaglariyla analiz edilmistir. Universal Cyt b primerleri
kullanilarak tiim tiirlerde hedef bolgeyi biiytiterek 388 bp'lik 18 Cyt b barkodu tiretildi. Ortak
haplotip tespit edilmedi ve DNA barkod dizileri onlart ayirdu.

Lagocephalus sceleratus sekans sonuclari, Genbank’a Cyt b geni ile kaydedildi ve erisim
numarasi alindi (MZ512179-MZ675776). Genbank sisteminde kayitli olan sirasiyla
Tiirkiye, Misir, Italya ve Yunanistan'dan (KP663723.1, KX017842.1, MG878891.1 ve
EF362414.1) olan 6rneklerle % 98,19, % 98,17, % 98,16 ve % 98,10 benzerlik gostermistir
(Kasapidis, Peristeraki, Tserpes ve Magoulas, 2007; Farrag, El-Haweet ve Moustafa, 2015;
Tuney, 2016; Giusti ve digerleri, 2018). Blast sonuclarina gore, Akdeniz'den gelen on dizi,
yiiksek diizeyde bir genetik benzerlige isaret eden %98'den fazla olan yiiksek bir kimlik
diizeyini yansitti. Genel olarak, kimlik yiiksekligi %98'e yiikseldi ve bu sonucglar L.

sceleratus'un taksonomik seviyesini onayladi.
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Sphoeroides pachygaster sekans sonuglart Genbank’a Cyt b geni ile kaydedildi ve erisim
numarasi alindi (MZ675777-MZ675779). Genbank sisteminde kayitli olan sirasiyla Tayvan,
Italya ve Ispanya’dan (FJ434544.1, AY267358.1, JQ681907.1 ve EF392642.1) bildirilen
orneklerle %98,71, %98,45, %98,20 ve %98,66 oraninda benzerlik gostermistir (Hsieh ve
Hwang, 2004; Bautista, Verrez-Bagnis ve Kourti, 2006; Hsieh, Chang, Chang, Hsieh, Chung
ve Hwang, 2010; Santini ve digerleri 2013). Mitokondriyal DNA tam genomu ile
(AP006745.1) ile %98,45 benzerlik gdsterdi (Yamanoue ve digerleri, 2009).

Genbank’a Torquigener flavimaculosus tiirli igin Cyt b geninin bes sekans dizisi kaydedildi
ve erisim numarasi alind1 (MZ675780- MZ675784). Genbank sisteminde Italya'dan sadece
bir 7. flavimaculosus Cty b gen dizisi bulunmaktadir. Blast sonuglarina gore, sekanslarimiz

JQ681936.1 ile %97,53 benzerlik gdstermektedir (Santini ve ark. 2013).

Komgu kalitim (NJ) ve Maksimum Persomoni iliskisi, Tiirkiye kiyilarindan elde edilen
mevcut dizinin Akdeniz {ilkelerindeki diger calismalara daha yakin oldugunu
gostermektedir. Bu sonuglar, farkli diziler arasindaki tanimlama farkliliklariyla
aciklanabilir; bununla birlikte, mevcut ¢alisma ile Akdeniz’de yapilan diger calismalar
arasindaki korelasyon %98 olarak bulunmustur. Bu sonug¢ iki grubun ayni taksonomik
seviyede oldugunu gosterebilir. Potansiyel olarak zehirli bir lesepsiyen tiirler, son yillarda
Akdeniz'in ¢coguna yayilarak halk saghigi i¢in gergek bir tehdit olusturmakta ve deniz
ekosistemi iizerinde biiyiik bir baski kurmaktadir (Akbora ve digerleri, 2020). Ozellikle
zehirli yabanci balik tiirlerinin morfolojik ve genetik olarak neyin ayirt ettigini bulmak ¢ok
onemlidir (Islam ve digerleri, 2011; Guardone, Maneschi, Meucci, Gasperetti, Nucera ve

Armani, 2020; Zhu, Yang, Fan, Zhou ve Fan, 2021).

5.2. Charybdis longicollis’in Biyomedikal Alaninda Kullanim

Tez ¢alismas1 kapsaminda C. longicollis kabuklarindan kitin ve kitosan elde edildi. Istilac
yabanci yenge¢ C. longicollis kabugundan ekstrakte edilen kitosan verimi %80,23 olarak
tespit edildi. Oduor, Struszczyk ve Peter (2005) tarafindan literatiirde rapor edilen
sonuglardan daha yliksekti, Sylla cerrata'dan %74,6 kitosan verimi elde etti. Kaya ve
digerleri, (2016) Callinectes sapidus'tan %76'lik bir kitosan verimi gézlemledi. Bolgen ve
digerleri, (2016) Callinectes sapidus'tan %77,78'lik bir kitosan verimi elde etmistir. Varun,

Senani, Kumar, Gautam, Gupta ve Gupta (2017) atik yenge¢ kabuklarindan yaptigi
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calismada %10,57 oraninda kitosan ekstrakte edildigini bildirmistir. Ahyat, Mohamad,
Ahmad ve Azmi (2017) tarafindan yapilan ¢alismada Portunus pelagicus'tan % 13,56'lik bir
kitosan verimi gozlemlenmistir. Calismamiz ve diger ¢alismalardaki sonuglar, yengeglerin
diger kabuklu organizmalar arasinda kitin ve kitosan'in nemli kaynaklarindan biri oldugunu

gostermektedir.

Calismas1 kapsaminda C. longicollis kabuklarindan elde edilen kitinin XRD analizinde
yansimalarin C3»Hs2020Ns kimyasal formiiliine sahip kitin ile eslestigini saptanmistir.
Kitinin yansimalar1 [CDD Kart No: 96-151-6345'te sunulan alfa kitin verileriyle miikemmel
bir uyum i¢indedir (Sikorski, Hori ve Wada, 2009). Hiicre parametreleri ICDD kartina ¢ok
yakin olan a=4,75, b = 10,3330 ve ¢ = 18,89 olarak bulunmustur. XRD analizi sonuglari,

FTIR analizinin sonuglarin1 desteklemektedir.

5.3. Diadema setosum’un Biyomedikal Alaninda Kullanim

Calismas1 kapsaminda D. setosum kabugunun karakterizasyonu icin kitin FTIR ve XRD
yontemleri kullanildi. FTIR analizi sonuglarna gore 714 cm™ piki amorf yapiy1, 871 cm’!
piki kristal yapiy1 temsil etmektedir (Yuniarto, Purwanto, Purwanto, Welt, Purwadaria ve
Sunarti, 2016). Olusan bir diger piklerden 1078 cm™ piki analiz edilen kabugun yapisindaki
sodyum siilfat;, 1402 cm™ piki sodyum karbonat1 ve 1638 cm™! piki ise kalsiyum siilfati
karakterize ettigi tesipt edilmistir (Kiefer, Stirk, Kiefer ve Glade, 2018). XRD analizi
sonuglarindaki yansimalarin CasMgCsO1g kimyasal formiiliine sahip kalsit ile %91, MgsO4
kimyasal formiiliine periklaz ile %9 oraninda ortiistiiglinii gostermektedir. Bu yansimalari,
ICDD veri tabaninda sunulan kalsit ve periklaz verileri ile uyum saglamaktadir (Paquette ve
Reeder, 1990; Jacobsen ve digerleri, 2008). Elde edilen XRD ve FTIR verileri D. setosum
kabugunun kalsit bir yapida oldugunu desteklemektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Tez calismasi kapsaminda iilkemiz sularindan istilaci tiirler olarak kabul edilen bes balon
balig tiirii (Lagocephalus sceleratus, L. spadiceus, L. suezensis, Sphoeroides pachygaster
ve Torquigener flavimaculosus), istilaci lesepsiyen yenge¢ Charybdis longicollis ve uzun
dikenli denizkestanesi Diadema setosum’un biyomedikal endiistrisinde kullanim alanlar1

belirlenerek ekonomiye kazandirilmasi amaglanmustir.

Bu kapsamda L. sceleratus’un dig 6rneklerinde gergeklestirilen hidroksiapatit ekstraksiyonu
sonucunda elde edilen HA nin elemental kompozisyonunu belirlemek icin gerceklestirilen
ICP-MS analizi sonucunda, yapisinin %52 kalsiyum ve %39 fosfat, %2,5 manganez, %1,5
magnezyum, %]l titanyum, %0,8 vanadyum ve %3,2 diger elementlerden olustugu
saptanmigtir. HA’nin Ca/P oran1 1,32 olarak tespit edilmistir. HA’nin yapisinda bulunan
elementlerin nano yapisi, genellikle osteoblast fonksiyonlarinin artmasina neden olan iyi
biyoaktivite ve osteokondiiktivite ile iliskilidir. Biyolojik apatitlerin insan hiicre adezyonun
metabolizmaya katkilarindan dolayr énemli olan Na, Mg, K ve Sr elementler elde edilen
HA’da yiiksek seviyelerde tespit edildi. HA {izerinde gergeklestirilen XRD analizi
sonuglarima gore tiim yogun yansimalarinin Cas(PO4)3(OH) kimyasal formiiliine sahip
hidroksiapatiti gosterdigi tespit edilmistir. XRD sonuglarina gore hiicre parametreleri a =
9,451(1), b = 18,823(1) ve ¢ = 6,926(2) olaraj bulundu. XRD sonuglari, L. sceleratus’dan
elde edilen HA’nin insan disleriyle uyumlu oldugunu gostermistir. XRD modellerinde
goriilen genis yapi, organik bir matris ile biyolojik olarak mineralize edilmis diisiik kristalli
hidroksiapatiti gostermektedir. Hidroksiapatitin ana bilesimi kalsiyum ve fosfattir. XRD
analizi sonuglari, element analizinin sonuglarin1 desteklemektedir. HA Ornekleri
yiizeylerinde yapilan SEM analizi sonucunda oval ve plaka seklinde parcaciklar
gozlemlendi. Balon balig1 dislerinin baslangigta sar1 olmasi yapisindaki kolajen ve diger
organik parcalarin varligin1 gostermektedir. Dislerden ekstrakte edilen HA nin beyaz renge
doniismesi dis yapisindaki kolajen ve diger organik kisimlarin kesin olarak dislandigini
gosterir. Elde edilen HA'nin sekli, iyi biyoaktivite ve esneklik gibi onemli ozellikler
saglayabildigini gostermektedir. Nanoindenter testi ile HA’nin makro ve mikro sertlik ve
esneklik durumlarinin analizi gergeklestirildi. Kompozit kitler ile ekstrakte edilen HA’ nin
birlesimiyle 7’si kontrol grubu, 7’si gelistirilen iirlin grubu olacak sekilde toplam 14 grup

hazirlanmistir. Tiim gruplara 50 N yiik altinda toplam 5 girinti uygulanmistir. Kontrol
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gruplarinin elastik modiil (Er) ve sertlik testi (H) ortalama degerleri sirastyla 9,33 ve 0,27
olarak bulunmustur. Gelistirilmis iiriin gruplari i¢in ortalama Er ve H degerleri sirasiyla 9,88
ve 0,40 olarak tespit edilmistir. Ekstrakte edilen HA ile kompozit dolgu kitlerinin
birlesimiyle gelistirilen komposiz dolgu maddesi insan disine uygulanmis ve daha elastik ve
sert bir dolgu olusturulmustur. HA ile gelistirilen kompozit dolgunun dis dolgusunda
kullanilan standart kompozit dolgudan daha sert ve elastik oldugu sonucuna varilmistir. L.
sceleratus disinden elde edilen HA, dolgu, implant, kemik tozu ve protez iiretimi i¢in dogal,

orijinal ve alternatif bir {iriin kaynagi olarak kullanilabilecegi ortaya ¢ikarmistir.

Calisma kapsaminda, L. sceleratus derisinden Asitte Coziiniir Kolajen yontemi kullanilarak
kolajen ve jelatin ekstraksiyonu gerceklestirildi. Ekstraksiyon sonucunda kolajen orani
%50,9, jelatin miktar1 ise %20,63 olarak saptanmistir. Gergeklestirilen nem, protein
icerikleri ve aminoasit analizleri sonucunda, kolajenin nem igerigi %75,1, protein igerigi
%2,45. Ekstrakte edilen kolajenin aminoasit bilesimindeki glisin konsantrasyonu %35,1
olarak bulundu. Kolajende bulunan diger aminoasitlerin diger en yiiksek igerigi imino asit
(%17,2), alanin (%15,01), hidroksiprolin (%7,2), glutamik asit (%6,8) ve prolin (%35,6)
olarak tespit edilmistir. Kolajen ve jelatine gergeklestirilen SDS-PAGE analizi sonucunda
Ekstrakte edilen kolajen al ve a2 zincirlerinden olustugu ve al zincirlerinin bant yogunlugu,
02 zincirlerininkinden yaklasik 2 kat daha yiiksek oldugu gozlemlendi. Ayrica ekstrakte
edilen kolajende yiiksek molekiiler agirlikta B bileseni ve az miktarlarda y bileseni gozlendi.
Yapilan kolajen ve jelatin analizi sonuglarima goére balon baliklarimin deri atiklarinin
kullanilmasi, endiistriyel amaglar i¢in kullanilan sigir ve domuz kolajenlerine alternatif bir
kaynak olarak kullanilabilir ve lilkemizde ve Akdeniz’de istilaci tiir olarak kabul edilen

balon baliklar1 bu sayede ekonomiye kazandirilabilir.

Tez ¢alismasi kapsaminda tilkemizde yaygin olarak dagilim gdsteren balon balig tiirleri olan
Lagocephalus sceleratus, L. spadiceus, L. suezensis ve Torquigener flavimaculosus,
dislerinin kirlilik i¢in ¢evresel indikator olarak kullanilabilecegi ortaya c¢ikarilmistir. Bu
tiirlerden alinan yumusak dokularin (kas, solungag, karaciger ve beyin) ve dislerin agir metal
birikimi analizleri i¢in ICP-MS analiz yontemi kullanildi. Elde edilen sonuglara gore, Fe,
Se, As, Zn, Cu, Cr, Al elementleri L. sceleratus, L. spadiceus, L. suezensis ve T.
flavimaculosus dokularinda 6nemli diizeyde bulunurken (P<0.05), Co, Ni, Mo, Cd, Pb tiim
dokularda tespit limitleri altinda bulundu (P>0.05). Dis dokusunda Al ve Zn metalleri L.

spadiceus'ta, Cr ve As metalleri ise 7. flavimaculosus'ta diger tiirlere gore daha yliksek
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bulundu. Dis ve yumusak dokulardaki agir metal diizeylerinin karsilagtirmalari sonucunda
dis dokusundaki metal seviyelerininin beyin dokusuna benzer oldugu saptanmistir. Tiim
dokularda aliiminyuma rastlandi. Karaciger ve solunga¢ dokular1 birbirleriyle ayni
biyobirikim 0Ozelliklerini gostermistir. Zn dokular arasinda en yiiksek birikime sahiptir
(P<0.05). Dokularda incelenen her metalin birikim seviyeleri, Cr, Al ve Cu'nun dis ve beyin
dokularinda diger dokulara gére daha fazla biriktigi tespit edilmistir. Kas dokusu en diisiik
birikimi gostermesine ragmen, As ve Se, kas dokusunda incelenen diger metallerden daha
yiiksek konsantrasyonda oldugu ortaya c¢ikmistir. Selenyum dis dokusunda tespit
edilmemistir. Cu, Cr ve As diger tiirlere gore 7. flavimaculosus'ta, Zn ve Se L. spadiceus'da
daha yiiksek bulunmustur. Baliklardaki agir metal konsantrasyonlarinin bilinmesi hem doga
yonetimi hem de insan saglig1 agisindan 6nemlidir. Metallerin toksisitesi en yaygin olarak
beyin ve bobrekte bulunur, ancak arsenik gibi bazi metallerin neden oldugu diger ortaya
cikan belirtiler insan kanserine neden olabilir. Biyoakiimiilasyon, metalle kirlenmis
bolgelerdeki biyotik ve abiyotik faktorlere ve dokular arasindaki fonksiyonel farkliliklara
bagl olarak degismistir. Karaciger ve solungag, calisma Ozellikleri nedeniyle metabolik
olarak aktif dokulardir, kas ve dentin dokular1 ise metabolik olarak daha az aktiftir. Bu
nedenle dentin dokusu, stabil yapisi nedeniyle dentin dokusunu korudugu i¢in zamana bagl
izleme caligmalarina katki saglayabilir. Ayrica dentin dokusunun mineral fazi agir metaller
icin selasyon etkisi gosterebilir. Sonug olarak, analiz edilen metaller ve dokular agisindan
her balon balig tiirtinde farkli biyobirikim seviyeleri bulunmustur. Balon baliklarinda Fe,
Se, As, Zn, Cu, Cr ve Al birikimi, deniz ortamlarinda metal kirliliginin izlenmesi i¢in etkin
bir sekilde kullanilabilir. Balon baligi dis dokusunda metallerin  birikimi
AI>Zn>Cr>Fe>As>Cu olarak belirlendi ve ¢alisma socunda baliklarda dis dokularinin agir

metallerin biyobirikimi i¢in bir gosterge dokusu olarak kullanilabilirligi ortaya ¢ikarildi.

Calisma kapsaminda iilkemizde ve Akdeniz’de karaya ¢ikarilmasi yasak olan balon balig1
tirlerinden olan L. sceleratus, S. pachygaster ve T. flavimaculosus tiiketilmesi halinde
takibinin yapilabilmesi icin DNA barkodlama yontemi ile barkodlar1 olusturulmustur. DNA
barkodlamasi i¢in Oncelikle tiirlerden kas, yiizgec, deri ve iskeletinden doku ornekleri
alinmis ve standart fenol kloroform yontemi modifiye edilerek mtDNA ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. Elde edilen DNA’lar mtDNA sitokrom B (Cyt b) gen bolgesi
kullanilarak PZR yontemiyle ¢cogaltilmistir. PZR sonucunda 18 Cyt b sekansi elde edilmis
ve bunlarin uzunlugu 388 bg olarak bulunmustur. Bunun 122 bg degisken bolge ve 266 bg
konservatif bolge ve 110 bg bilgilendirici bolge olarak tespit edilmistir. Ortalama niikleotid
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bilesimi %28 timin (T), %30,7 sitozin (C), %24,8 adenin (A) ve %16,6 guanin (G) seklinde
bulunmustur. Analiz edilen 18 sekansta on iki haplotip bulundu ve ortak haplotip tespit
edilmedi. Ortalama haplotip ¢esitliligi 0,9346 olarak bulundu. Elde edilen 18 sekans i¢in
Genbank'tan MZ 512179-MZ 512196 kodlariyla erisim numaralar1 alinmistir. Tirler arasi
ortalama genetik cesitlilik 0,1502 olarak gozlemlendi. En diisiik genetik cesitlilik L.
sceleratus ve S.pachgaster (0,2209) arasinda, en yiiksek ise L. sceleratus ve T.
flavimucolosus (0,26127) arasinda gozlemlendi. En yiiksek genetik cesitlilik ise T.
flavimaculosus'ta gdzlenmistir (0,0146). Bu caligsma ile tespit edilen barkodlar sayesinde L.
sceleratus, S. pachygaster ve T. flavimaculosus tiirlerinin tanimlanmasinda Cty b'nin
etkinligini gilicli bir sekilde c¢alistigi ortaya ¢ikarilmistir. Genbank’a kaydedilen bu
barkodlar, lilkemizin Dogu Akdeniz kiyilarindan Cyt b gen dizisi ile kaydedilmis
barkodlardir. GenBank veri tabaninda Akdeniz’de L. sceleratus ve S. pachygaster Cyt b gen
dizisine ait az sayida veri bulunmaktadir ve ayrica T. flavimaculosus italya'dan sadece bir
Cty b gen dizisi mevcuttur. Mevcut sonuglar ayrica, Cty b barkodlarinin Akdeniz’deki balon
balig1 tiirlerinin tanimlanmasi, yonetimini ve izlenmesi i¢in pragmatik bir yontem olarak

kullanilabilecegini gostermektedir.

Tez calismasi kapsaminda kullanilan bir diger tiir istilaci lesepsiyen yenge¢ C.
longicollis’dir. 1Istilac1 lesepsiyen yengecin iilkemiz ekonomisine kazandirilmasi ve
biyomedikal alaninda kullanilabilecegini ortaya ¢ikarmak i¢in kabugundan kitin ve kitosan
basarili bir ekstrakte edilmistir. Yas agirlik durumundaki kurutulmus ve 6gitiilmiis yengeg
kabuklarindan %:25,78 oraninda kitin elde edildi. Ekstre edilen kitinden iiretilen kitosan
verimi ise %80,23 olarak tespit edildi. Elde edilen kitin ve kitosan tiriinlerine yapilan kiil ve
su tutma kapasitesi analizleri sonuglar sirasiyla %35,07, %275,6 ve %8,12 ve %595,78
olarak bulunmustur. C. longicollis'ten elde edilen kitin fourier transform kizilotesi
spektrometresi (FTIR) ile analiz edildi. Olusan piklerden 1063 cm™ piki anomerik karbonun
C-H baglarindan kaynaklanan anomerik karbonun varlig1 tespit edildi. Ekstrakte edilen
kitinde bulunan glukopiranoz siklik kalintilar1 (C-H eksenindeki 1063 cm™ piki) elde edilen
kitini karakterize etmek i¢in kullanildi. Elde dilen bu sonuglar, proteinlerin yani sira amino-
polisakkarit alfa kitin iceren bir yap1 gostermektedir. C. longicollis’den elde edilen kitine
XRD analizi yapilarak kristal yapist belirlendi. XRD analizi sonucunda olugg¢an tiim
yansimalarin C32Hs2020N4 kimyasal formiiliine sahip kitin ile ortiistiiglinii tespit edildi. Elde
edilen kitinin hiicre parametreleri a = 4,75, b = 10,3330 ve ¢ = 18,89 sekilde bulundu. Elde

edilen XRD sonuglar1 FTIR analiz sonuglarin1 desteklemektedir. Bu ¢alisma sonucunda
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yengeclerin diger kabuklu organizmalara gore kitin ve kitosanin 6nemli kaynaklarindan biri
oldugunu dogrulandi. Yapilan analizler sonucunda C. longicollis kabuklarindan elde edilen
kitin ve kitosanin farmasdtik ve biyomedikal uygulamalar i¢in uygun 6zelliklere sahip
oldugu tespit edildi. Boylelikle iilkemizde istilaci tiirlerden biri olan C. longicollis 'in kitin
ve kitosan igin alternatif bir kaynak oldugu ve ekonomik potansiyelinin yiiksek oldugu

ortaya ¢ikarilmistir.

Tez kapsaminda son olarak bir baska istilaci tiir olan uzun dikenli denizkestanesi D. setosum
kullanilmigtir. D. setosum kabuguna yapilan FTIR analizleri sonucunda olusan piklerden 714
cm! ve 871 cm! piki sirasiyla amorf ve kristal yapiyi tespit ettigi belirlenmistir. Olusan bir
diger pik olan 1078 cm™ piki analiz edilen kabugun yapisindaki sodyum siilfat1, 1402 cm’!
piki sodyum karbonati ve 1638 cm™ piki ise kalsiyum siilfat1 karakterize etmektedir. XRD
analizi ile yapis1 belirlenen uzun dikenli denizkestanesi kabugunun tiim yansimalarin
CasMgCsO15 kimyasal formiiliine sahip kalsit ile %91, Mg4O4 kimyasal formiiliine periklaz
ile %9 oraninda ortiistiigiinii tespit edilmistir. D. setosum kabugunun hiicre parametreleri a
=4,9380, b =4,9380 ve ¢ = 16,8320 sekilde bulunmustur. Elde edilen XRD ve FTIR verileri
D. setosum kabugunun kalsit bir yapida oldugunu desteklemektedir. Kalsit yapida oldugu
tespit edilen D. sefosum kabugu bir¢ok alanda kullanilabilir. Bunlara 6rnek olarak kagit,
boya, plastik, ingaat, gida, seramik ve ilag sektorii gibi sektorler ornek gosterilebilir. Uzun
dikenli denizkestanesinin bulunabilirligi ve ulasilabilirligi yiiksek oldugundan bu sektorler
icin olduk¢a ekonomik bir iiriin haline gelebilir ve bu sayede iilkemiz sularindaki bir istilact

tirde ekonomimize kazandirilacaktir.

Tez calismasi kapsaminda calisilan lesepsiyen tiirler kendi sularimizdaki yerli tiirler
iizerinde baski kurarak hem ekolojik hemde ekonomik yonde negatif sonuclar doguran
tirlerdir. Calismada kullanilan balon baliklar1 (L. sceleratus, L. spadiceus, L. suezensis, S.
pachygaster ve T. flavimaculosus), istilaci lesepsiyen yengeg (C. longicollis) ve uzun dikenli
denizkestanesi (D. setosum) bu istilaci tiirlerin baginda gelmektedirler. Bu tiirlerin insanlar
tarafindan tliketilmemesi ekosistemde sayilarinin giderek artmasina ve baskin hale
gelmesine neden olmaktadir. Bu tez ¢alismasi sayesinde tiirlerin hangi alanlarda ve nasil
kullanilacagi ortaya c¢ikarilmis ve basarili bir sekilde lriinler elde ederek ekonomiye
kazandirilmasi saglanmistir. Bu tez ¢alismasi sonucunda, istilaci yabanci tiirler ile miicadele
yontemi olarak en giivenilir yolunun bu tiirlerin ekonomiye kazandirilmasi oldugu ortaya

cikarilmistir.
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