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Ahstract : The Effect of Spirulina platensis Crude Extract on the Growth of L929 Mouse
Fibroblasts. The aim of this study was detection of the in vitro growth stimulating effect of the
Spirulina platensis on the cell cultures.

After harvesting the Spirulina platensis grown in Zarrouk's media, crude extract was prepared by
fieezing - thawing and steam treatment. Following filter sterilisation of the extract, 10 fold
ditutions were prepared in cell growth medium and the growth stimulation effect of it was
detected with mouse fibroblast {L929) cell cultures in stationary cuiture conditions,

The results indicated that 1pg mlI'  dilution of the crude extract of S. platensis microalgae
stimmiates the growth of L929 cell-line whereas; growth inhibition was detected in more dense
concentrations.
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Ozet : Bu calismanin amact Spirulina platensis’in laboratuvar sartlannda in vitro ortamlarda
hiicre kiiitlirlerinin firemeleri fizerine etkisini incelemektir.

Zarrouk ortapunda tretilen Spirufing platensis, hasat edildikten sonra dondurma-¢dzme ybntemi
ve su buhan uygulanarak ham ekstrakti elde edildi, Membran filtrasyonu yéntemi ile sterilize
edildikten sonra hilcre liretme ortami iginde 10 kath dilusyoniar hazirlanarak 1.929 fare fibroblast
hiicre kiltiirlerinin tremelerine etkileri duragan kiitir ortaminda incelendi.

Elde edilen degerler Spirulina platensis alginin ham ekstraktinin 1pg mb' dilusyonda hiere
tiremesini stimule edici, daha yogun konsantrasyonlarda ise inhibe edici etkisi oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler ¢ Spirulina platensis, ham ekstrakt, hitere Uremesine etki, hitore kifitiirlers,
1.629. :
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Giris
Spirulina  platensis, mavi-yesil algler
{Cyanophyta)) den  yenliebilir  bir

mikroorganizmadir. Onemli bir protein
kaynad oldugn bilindigi i¢in ticari olarak
bityitk miktarlarda itretilmekte ve genis
kitlelerce kullamilmaktadir (Conk-Dalay
1998 ).

Spirulina alginin yapismda in vitro hiicre
kitlttirti vasatlarmm bilesimine giren temel
amino asit ve vitaminlerin pek ¢oZu
bulunmaktadr  (Conk-Dalay 1998,
Freshney 1994). Bu noktadan hareketle,
bu mikroalgden elde edilecek ekstraktiarn
hilere tremesini  stimile  edebilecegi
dasiinilmugtiir,

Bu mikroaigin antiviral, antitumoregenic,
antioksidan etkilerinin yaninda
vaglanmayr geciktirici ve bafigtklik
sistemini giiglendirici etkilerinin varlig: da
gesitli arastiricilar tarafindan bildirilmistir
(Mirenda ve dig. 1998, M ittal ve dig,
1999, Romay ve dig, 1998).

Bu ¢alismanin amacy, S. platensis’in ham
ekstraktinin tiimorejenik 6zelligi olmayan
devamlt  hilcre  kiiltiirlerine  etkisini
incelemektir. Bu amac¢ia model olarak
L92% fare f{ibroblast hiicre kiiltiirleri
segilmistir.

Materyal ve Yontem

Spiruling _ platensis Bu cahsmada
kullanilan S, platensis’ in orijini Perw’
daki Parachas goliidiir. Saf kiltiiri Dr.
Ripley Fox , ACMA (Assccication pour
Combatre la Malnutrition par
Algoculture), Fransa’dan saglanmig olup,
Ege Universitesi Bilim - Teknoloji
Uygulama ve  Aragtirma  Merkezi
(EBILTEM), Izmir’ de bulunan seralarda
tiretilmistir. Uretim  Zarroauk  ortam
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icinde, glin 1p1ginda ve pedallt karigtirma
sistemi ile gerceklestirilmistir. Ureyen
algler filtrasyon yontemi 1le hasat
edilmislerdir.

Ham ekstraktn hazirlanmast: (100pg mi")
: S platensis ham ekstrakti dondurma-
gozdiirme yontemi ile hazirlanmigtir.
Fosfat buffer solusyonu (pl7.0) iginde -
24°C de dondurulan alg stispansiyonu 4°C
de hizla ¢ozdirilmustir,. Ug  kez
tekrarlanan  bu  islemin  ardindan
siispansiyon santrifugasyonla (9000 rpm
30 dakika) kat: partikilierinden ayrilmus
ve kademeli filtrasyonia (0.8, 0.45um,
0.22um) sterilize edilmigtir.

Hiicre kiiltiirii : Caligmada kullanilan non-
tumorojenik Ozellikli fare fibroblast hiicre
kiltirti (L929 cell-line), Hitcre Kiiltiirii
Koleksiyonu (HUKUK), Sap Enstitisii,

Apnkara’dan  saglanmigtir.  Monolayer
kiilttirler %10 fotal  bovin  serum,
{Biochrom, Germany) igeren,

antibiyotiksiz Dulbecco’ nun Modifiye
Eagle’s vasatt (DME, Sigma, USA) ile
hazirlanmugtir,

Sitotoksisite testi : S platensis ham
ekstraktinin L929 hiicrelerinin firemesine
etkisinin  incelenmesinde iki degisik
ybntemle sitotoksisite testi uygulanmistir:

I- Uremenin Inhibisyonu : Aktif ireme
fazindaki 1.929 hiicreleri 25cm® yiizeyli
hicre  kiilttiri  flasklan {Greiner,
Germany)’ na 0.5x10*  hiicre/cm®
yogunlukta ve Sml/flask olacak sekilde
dagitifdiktan sonra 37°C de 4 glin siire ile
inkubasyona birakaldi. Bu siire sonunda
vasatlar1 bosaltlan flasklara Spiruling
ham ekstraktinin tiretme vasat: icerisinde
hazirlanmis on kath diliisyonlan koyuldu
(5ml/flask), her diliisyon igin dort flask
laultanildi, dort flaska sadece taze liretime
vasatt konuiarak kontrol olarak aynids ve
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tim kiiltirler 37°C de 6 giin siire ile
{(kontrol flasklarda %99-100 monolayer
fireme gdzieninceye kadar) inkubasyona
birakaldt. Sitre sonunda hilcreler yiizeyden
ve Dbirbirlerinden enzimatik muamele
(%0.25 tripsin) ayrildi ve hiicre canlilifs
(Cr ) “trypan blue dye exclusion™ teknigi
ile belirlendi (Freshney 1994). S. platensis
ham ekstraktimn hitcre iiremesini inhibe

etme oram agafidaki  formill  ile
hesaplandt,
Uremenin inhibisyonu (UI)
test Cy
Ul(%) = 100 -~ x 100
kontrol Cy

1I- Ureme kinetiginin belirlenmesi: Bu
amagla L1929 hicrelerinin {iretme vasati
igerisindeki suspansiyonu 9 cm’® yiizeyli
doku kithtirl petri kutularma (Greiner,
Germany) 2.2x10* hiicre/em?® yogunlukta
ve 2ml/petri olarak taksim edilerek 37°C,
%5C0,; ,%99 rutubetli ortamda 2 saat
bekletilerek hiicrelerin yiizeye tutunmasi
saglandi. Siire sonunda vasatlar pipet
yardimiyla gekilen kiiltiirlere S. platensis
ham ekstraktimin {iretme vasaft igindeki
taze hazirlanmg 10 kath diliisyonlar: ilave
edildi, Her dilisyon igin 22 petri
kullamids, 22 petrive ise sadece iiretme

vasati konularak kontrol olarak aynidi
Tam kiltirler 37°C, %5C0, ,%99
rutubetli ortamda inkube edildl. 24 saat
araliklarla her diliisyon igin iki petri
alimarak enzimatik yontemle (%0.235
tripsin) hitcreler yiizeyden ayrilds ve hiicre
canhiligt (Cy } “trypan blue dye exclusion”
teknigi ile belirlendi.

Bulgular

I-Uremenin Inhibisyonu: 1929 hiicreleri
S. platensis'in ham ekstraktinin 10 kath
dilisyonlarin: igeren ortamlarda Kiiltive
edildiginde 100 ug ml' ham ekstrakt
igeren ortamda tiim hiicrelerin birkag saat
icerisinde &ldiigli gozlendi. 10 pg mi’
ekstrakt igeren ortamda 6 giin inkubasyon
sonunda hilcrelerin  ¢ofunun  nekroze
oldugu, pek az sayida hiicrenin canliliim
siirdiirdiigly goriildii ve kontrol karsisinda
tireme  inhibisyonu % 88 olarak
hesaplandi. Daha diigitk
konsantrasyonlarda (1 pg mi™, 0.1 ug mi”!
ve 0.01 pg mi') ise hiicre tiremesinin
inhibe edilmedigi aksine stimule edildigi
saptandi, Mikroskobik incelemelerde
hilcre morfolojisinde, normal fibroblastik
yapt vyamnda, hizll ¢ofalmaya bagh
sferikal hiicrelerin varhig: dikkat ¢ekici idi
(Tablol, Sekii 1).

Tablo 1. Spirulina platensis ham ekstraktimn gesitli konsantrasyonlarmin 1929

hiicrelerinin Uremesine etkisi.

Kontrol [100ug/mi | 10pg/ml |1 pp/mi 100 pg/mi 0,01 pg/ml
3 3
Hucre 16x10° 1 3,5x10° |28x10° 126,5x10° |20,0x10°
vopunlugu
Ureme 0 88 75 70 25
inhibisyonu
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Sekil 1. S. platensis ham ekstraktinin ¢egitli konsantrasyonlarinin L929 hilcrelerinin

iiremesine etkisi. a) Kontrol, b} 100 pg/m}, ¢) 10 pg/ml, d) 1 pg/ml, €) 0,1 ug/ml, £ 0,01
ug/mi

II- Ureme Kinetigi: S. platensis'in ham
ekstraktimin hilere tiretme ortamindaki 10
kath dilusyonlarinda  hazirlanan 1929
monolayer hiicre kiltiirlerinin 24 saat
araliklarta 10 gtin siire ile yapilan canhlik
sayimi sonucunda 100 pg ml’ ham
ekstrakt igeren kiiltiirlerde hiicrelerin
tamaminn ik 24 saat igerisinde 6ldiigi
saptandi. 10 pg ml" ham ekstrakt igeren
ortamlarda ilk 72 saatte hiicrelerin tnemli
miktan olisrken, daha sonra kalan canhi
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hilerelerin 3 glinliik bir durguluk dénemini
{lag faz) takiben yavas da olsa tremeye
bagtadikian goritldli. Onuncu giin sonunda
bu kiltirlerde hitcre  yogunlugunun
baslangigtaki degerlere gore 6 kat fazla
oldugy saptandi. 1 pg ml? ve 0.1 pg ml”
ham  ekstrakt iceren  ortamiardaki
kiiltirlerde fireme huzi kontrol kilttirlere

benzer gekilde altinc1 glinde arimaya
bagladigt  saptandi. Bu iki grupta
jogaritmik fazda treme 7. ve 8. glnler
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arasinda  gercekleserek izleyen stiregte
ortarmin  nutritif degerindeki azalmaya
baghi olarak hilcre olimleri saptandi.
Boylece elde edilen tireme egrisinde plato
faz1 gozlenmedi. 0.01 pg mI’  ham

ekstrakt igeren ortamlardaki kiiltiirlerde
ise hiicre iremesi dncekilere oranla daha
yavas ancak diizenli bir artisla test
siiresinin sonuna kadar (10 giin) devam
etti, (Sekii 2).
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Sekil 2. 1929 hiicrelerinin S. platensis ham ekstraktinin gesitli konsantrasyonlarinda in

vitro Ureme kinetigi,

Tartisina ve Sonug

Spirulina ‘nin yapisinda gegithi amino asit,
vitamin, polisakkaritler, vb.
bulunmaktadir (Borowizka 1992). Alg
ekstraktiariin igerdikleri polisakkaritler
nedeniyle. antittimor aktiviteleri ¢esithi
arastirmacilar  tarafindan  bildirilmistir
(Harada ve Kamei 1997, Kashiwagi ve
dig. 1980, Noda ve dig. 1990, Ohigashi ve
dig. 1992). S. platensis’ in bir ekstrakty
olan fikosiyanin  immunositlerin  ve
hepatositlerin iiremesini stimule ettigi de
bilinmektedir (Sadanori ve dig. 1993,
Vadiraja ve dig. 1998). Son zamanlarda,
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sbz konusu mikroalgin antioksidan ve
antiinflamatuar etkisinin varligt da  tespit
edilmigtir (Romay ve dig. 1998). Ancak
tilm bu etkiler doza ve organizmaya bagh
olarak degiskenlilkder gdstermektedir. Bu
calismada da gozlendigi gibi S, platensis’
ham ekstraktr. 1 pg ml" dan daha yogun
olarak kullanildifinda hitere kiltiirlerine
toksik etki yapmamaktadir, Onceki
calismalarin 1s1Znda bu  etkinin  algin
yapisinda bulunan polisakiaritlerden ileri
geldigi ya da bazi toksik komponentlerin
mzli hiicre 8limine neden olduBu
disiiniilebilir.
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Mikroalglerin kimyasal kompozisyonlart yapimis ve yapiimaktadir (Giirhan ve
iiretim  teknolojisine ve ekstraksiyon  Ozdural 1990). Chlorella, Scenedesmus
yontemine gore degiskenlikler gosterir  ve Spirulina gibi mikroalglerin sicak su
(Borowitzka 1992). Bu iirlinlerin hiicre  ekstraksiyon ybntemi ile elde edilen
iremesine  etkisinin  incelenmesinde  bilyllk molekul agirhkl fraksiyonlarinin
inhibitér ve stimulatdr faktorlerin kesin  tretme vasatlarma ilavesiyle in vitro

olarak saptanmasinda yarar vardsr. kiilttir ~ ortamlarinda  gesitli  insan

hiicrelerinin serum gereksinimi %10 dan
Hayvansal hiicre kiiltirlerinin %1 e kadar indirgenebilmistir
hazirlanmasinda kullamlan tiretme  (Kumamoto 1984). Bu c¢alisgmada dal
vasatlarinin bilesiminde %5-10 oraminda pg m]’ m altindaki

kan serumn  bulunmaktadir. Kaltir konsantrasyonlarmda 8 platensis’in
ortamlarinin en onemli defiskeni de kan  dondurma-¢bzdiirme yontemi ile elde
serumudur, Avantajlari yanmda pek ¢ok  edilen ham ekstraktinip 1929 hiicrelerinin
dezavantaji da bulunmaktadir ki, bu da  tremesini stimule ettigi saptanmestir. Bu
lirliniin kalitesini ve fiyatin1 6nemli 6lclide  6n  bulgularin  151finda, daha detayh
etkilemektedir. 1980ierden bu yana  kalitatif ve kantitatif incelemeler vapilarak
Serumsuz firetme ortamlarinr  konunun bilimsel ve ticari boyutlar kesin
gelistirilmesine ybnelik pek gok calisma  olarak belirlenmesinde yarar vardir.
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