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OZET

Bu ¢alismada, gida, tekstil ve ilag endiistrisinde, norolojik hasara ve karsinojenik etkiye karsi
koruyucu aktiviteye sahip olan, dogal gida ve tekstil renklendiricisi veya noral hasardan
koruyucu/antikanser ajani ila¢g etken maddesi olarak kullanilabilecek bakteriyel kaynakli
pigment bulunmasi amaglanmistir. Bu kapsamda piyosiyanin iretimi igin Pseudomonas
aeruginosa MB713 susu, prodigiosin iiretimi i¢in ise Serratia marcescens MB703 susu
kullanilmistir.  Suslarin  en iy pigment iiretme kosullarinda pigment miktarlar
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Pigmentlerin UV-Vis spektrofotometre, FT-IR ve GC-
MS analizleri ile karakterizasyonu yapilmistir. Pigmentler ¢oziicii ekstraksiyonu yapilarak,
kismi olarak saflastirilmis ve toz haline getirilmistir. Pigmentlerin, SHSY-5Y insan
noroblastoma hiicresinde canlilik tizerine etkileri, HT-29 insan kolon kanseri ve SK-MEL-30
insan melanoma hiicrelerinde ise antiproliferatif etkileri MTT yontemi ile belirlenmistir.
Pigmentlerin antioksidan etkileri SOD ve CAT aktivitelerine ve MDA miktarlarina gore
ELISA ile ortaya konulmustur. Ayrica, in vitro ve hiicre modelinde asetilkolinesteraz (AChE)
inhibisyon etkileri Ellman yontemine gore tespit edilmistir. Suslarin piyosiyanin iretimi 51
pg/mL iken, prodigiosin tiretimi 72 pg/mL olarak tespit edilmistir. Piyosiyanin ve prodigiosin
pigmentlerinin SK-MEL-30 hiicresinde ICso degerleri sirasiyla 72 uM ve 70 puM olarak
bulunmustur. HT-29 hiicrelerinde ise sadece prodigiosinin anlamli antiprolieratif etki
gosterdigi tespit edilmistir (ICso 47 pM). Noroblastoma hiicresindeki AChE inhibisyon etkileri
incelendiginde, piyosiyanin 100 uM uygulamada %40’a yakin inhibisyon gosterirken,
prodigiosin hem in vitro hem de hiicresel g¢alismalarda inhibitérik etki gostermemistir.
Piyosiyanin ve prodigiosinin ¢ok yiiksek olmamakla birlikte, denenen tiim antioksidan
parametreler tizerinde etkili oldugu ancak, piyosiyaninin daha fazla 6ne ¢iktigi gorilmiistiir.
Bu sonuglara gore, piyosiyanin pigmentinin antioksidan etkisi, SK-MEL-30 hiicresinde
antiprolieratif etkisi ve noroblastom hiicresinde noérodejeneratif hasara karsi koruyucu
etkisinden dolay1 piyosiyanin pigmentinin ila¢ etken maddesi veya tekstilde deri kanserine
gidada ise Alzeimer gibi hastaliklara karst koruyucu boyar madde olarak kullanimi
ongoriilebilir. Prodigiosin pigmenti ise HT-29 hiicresinde gosterdigi antiproliferatif ve
antioksidan etkiye gore ilag etken maddesi veya kolon kanserine karsi koruyucu gida boyar
maddesi olarak kullanimi diisiiniilebilir.

Bilim Kodu 20309

Anahtar Kelimeler : P. aeruginosa, S. marcescens, Piyosiyanin, Prodigiosin,
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ABSTRACT

Herein it was aimed to discover a pigment of bacterial origin with protective effects against
neurological injury and carcinogenic actions, which may be used in food, textile, and drug
industry as a natural food and textile colorizer or active ingredient of a neural
protector/anticancer agent. In this context, Pseudomonas aeruginosa MB713 strain was used
for pyocyanin production and Serratia marcescens MB703 strain for prodigiosin production.
The strains’ pigment amounts were determined spectrophotometrically under best pigment
production conditions. The pigments’ UV-Vis spectrophotometer, FT-IR, and GC-MS analyses
and characterizations were performed. The pigments were partially purified and pulverized
using solvent extraction. The pigments’ effects on viability in SHSY-5Y human neuroblastoma
cells and their antiproliferative effects in HT-29 human colon cancer and SK-MEL-30 human
melanoma cells were determined using the MTT method. The pigments’ antioxidant effects
were determined with ELISA based on their SOD and CAT activities and MDA amounts.
Additionally, their in vitro and cell model acetylcholinesterase (AChE) inhibitory effects were
determined with the Ellman method. The strains’ pyocyanin production was 51 ug/mL and
prodigiosin production 71 pg/mL. Pyocyanin and prodigiosin pigments’ ICso values in SK-
MEL-30 cell were 72 uM and 70 uM, respectively. In HT-29 cells only prodigiosin showed a
significant antiproliferative action (ICso 47 uM). An analysis of their AChE inhibitory effects
in neuroblastoma cell revealed that pyocyanin showed near 40% inhibition in 100 uM
application whereas prodigiosin showed no inhibitory action both in vitro and in cellular
studies. It was shown that pyocyanin and prodigiosin were effective, albeit not to a significant
degree, on all studied antioxidant parameters, but pyocyanin had a more prominent effect.
According to these results indicating pyocyanin’s antioxidant effect, antiproliferative effect in
the SK-MEL-30 cell, and protective effect against neurodegenerative injury in neuroblastoma
cell, its use as an active drug ingredient or as a preservative colorant against skin cancer in
textile industry and Alzheimer’s disease in food industry may be suggested. Prodigiosin, on the
other hand, may be used as an active drug ingredient or preservative food colorant against
colon cancer as indicated by its antiproliferative and antioxidant effects in the HT-29 cell.
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TESEKKUR

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum bu c¢alismada, egitimim siiresince bilgi ve
tecriibeleriyle bana yol gosteren, bilgilerini benimle paylasan ve desteklerini esirgemeyen,
her tiirlii aragtirma olanagini saglayarak, giizel bir ¢aligma ortaya koyma olanagi sunan ve
her kosulda yanimda olan tez danismanim, degerli hocam Prof. Dr. Belma ASLIM’a,
deneysel ¢alismalarimda bana farkli konularda bakis agis1 katarak ufkumu genisleten Gazi
Universitesi Turizm Fakiiltesi Mutfak Sanatlar1 Boliimii’niin degerli Ogr. Uyesi Prof. Dr.
Fiigen DURLU OZKAYA ve Baskent Universitesi Giizel Sanatlar, Tasarim ve Mimarlik
Fakiiltesi Moda ve Tekstil Tasarimi Bolimii 6gretim iyesi Prof. Dr. Halide
SARIOGLU’na, bakteri calismalarimda kullandigim Serratia marcescens MB703 susunu
temin ettigim Hacettepe Universitesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji Anabilim Dali’ndan
Ars. Gor. Dr. Gozde KOSARSOY AGCELI’ye, o kadar yogunlugunun arasinda GC-MS
analizimi yaparak bana yardimci olan Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Ogr. Uyesi
Dog. Dr. Sinem ASLAN ERDEM’e, gerek deney, gerekse tez siirecim boyunca her
kosulda yanimda olan, yakin uzak demeden her an yardimima kosan degerli hocalarim
saym Dr. Ogr. Uyesi Ummiigiilsim TUKENMEZ EMRE’ye, Seda SIRIN’e, Gonca
KOCANCT’ya, gece giindiiz demeden, tez slirecimin her asamasinda bilgisi ve tecriibesiyle
bana yardimci olan kiymetli arkadasim Seda BIKRIC’e, bana destek olan degerli
arkadaslarim Kiibra CELIK’e ve Kiibra TAN’a ve Gazi Universitesi Biyoteknoloji
Laboratuvari’n1 paylastigim tiim arkadaslarima, bu zorlu siiregte maddi ve manevi hicbir
destegi esirgemeyen, gosterdikleri anlayis, 6zveri ve fedakarliklarindan dolayr canim
aileme ve tezimin her asamasinda yardimima kosan ve tiim zorluklarimi benimle
paylasarak sevgisi, sabr1 ve &zverisiyle yanimda olan degerli nisanlim Ibrahim Giirkan

KOYUN’a sonsuz tesekkiirlerimi iletirim.

Bir kismi, 05/2018-13 kodlu BAP projesi tarafindan desteklenmis olan ¢alismamdaki
katkilarindan dolayr Gazi iiniversitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (BAP)’ne

tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Pigment iiretim 6zelligi taksonominin tiim hayat formlar1 arasinda olduk¢a yaygin bi¢gimde
dagitilmistir. Hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalarin yasayan farkli {iyelerinin g¢esitli
pigmentler iirettigi rapor edilmistir. Mikroorganizmalar arasinda yaygin renk, yapi ve
fonksiyon cesitliligi gosteren pigmentler bildirilmistir. Mikrobiyal pigmentler hakkinda
¢ok az arastirma olmasina ragmen, Ozellikle bunlari iireten mikroorganizma(lar)daki
biyolojik rolleri hakkindaki arastirmalarin yogunlukta oldugu dikkat ¢ekmektedir (Joshi,
Kothari ve Patel, 2016). Mikroorganizmalardan elde edilen ve sekonder metabolit olarak
iretilen pigmentler antioksidan, antikanser, antimikrobiyal ve antifungal etki
gosterdiginden klinik c¢alismalarda kullanilabilecek ideal etken maddeler olarak

bildirilmektedir (Pandey, Chander ve Sainis, 2009).

Hem saprofit hem de patojen mikroorganizmalar pigment olarak adlandirilan renkli
maddeleri iiretebilen tiirler icermektedir. Bu mikroorganizmalar kati besi ortamlarinda
uretildikleri zaman cinslerine ve tiirlerine 6zel renkte koloniler meydana getirirler.
Pigmentler; “fotosentetik olanlar” ve “fotosentetik olmayanlar” olmak iizere iki sinifa
ayrilirlar. Fotosentetik olmayan pigmentler suda erimezler, koloni icerisinde kalirlar ve
ortama yayilamadiklarindan kolonilerin renkli gériinmelerine yol acarlar. Fotosentetik olan
pigmentler ise; suda eriyebilir, mikroorganizmalar tarafindan sivi veya kati besi ortaminda
uretildiklerinde besi ortamina gegebilir ve ortamin renginin degismesine sebep olurlar
(Wu, Hsu ve Lee, 2003). Bu smiflandirmaya ek olarak pigmentlerde birkag siniflandirma
daha bulunmaktadir. Pigmentler organik/inorganik veya dogal/sentetik olarak da
smiflandirilirlar. Dogal kaynaklardan elde edilen pigmentlerin siiflandirilmasinda ise,
fotosentetik 6zelliginin yani sira yapisal egilimleri ve dogal olusumlari da kullanilmaktadir

(Darshan ve Manonmani, 2015).

Piyosiyanin, Pseudomonas aeruginosa tarafindan iretilen (5-metil-1-hidroksifenazin)
biyolojik olarak aktif mavi renkli fenazin pigmentidir (Priyaja, Jayesh, Philip ve Singh,
2016). Dogal ve sentetik fenazinler, genis spektrumlu antibiyotikleri (Abken ve digerleri,
1998), antimalaryal (Hussain ve digerleri, 2011), tripanosidal (Neves-Pinto ve digerleri,
2002), antihepatit C viral replikasyon aktiviteleri (Wang ve digerleri, 2000), 16semi ve
solid tlimorde antitiimdr aktivitesi (Rewcastle, Denny ve Baguley, 1987), antikarsinomatoz

aktivitesi (Imamura ve digerleri, 1997), noroprotektif ozellikleri (Shinya, Shimizu,



Kunigami, Furihata ve Seto, 1995), antifungal o6zelligi (Kerr ve digerleri, 1999),
topoizomeraz I ve II’nin ikili inhibitorlerini (Wang ve digerleri, 2002) kapsayan, ilgi ¢ekici
biyolojik aktivite gosteren maddelerdir (Laursen ve Nielsen, 2004). Bu etkin biyolojik
ozelliklerine ragmen ilag etken maddesi olarak, kanserden ve Alzheimer’dan koruyucu
ozellikleri, kapsamli olarak calisilmamis ve bu koruyucu 6zellikleri ile dogal boyar madde

olarak kullanilma potansiyelleri ortaya konulmamastir.

Prodigiosin, pirolil pirometan iskeleti ile taninan ve ilk olarak Serratia marcescens’ten
izole edilen kirmizi renkli bir pigmenttir (El-Batal, El-Hendawy ve Faraag, 2018).
Prodigiosin, S. marcescens tarafindan, mono ve bi-pirol dnciillerinin ayr1 ayr ele alindigi
ve daha sonra dogrusal tripirol kirmizi pigment olusturmak tiizere birlestirildigi ¢atall
biyosentez yolunu takiben firetilir (Boger ve Patel, 1988). Bu pigment, genis faaliyet
yelpazesine sahip olmakla birlikte, son yillarda yapilan aragtirmalar mitkemmel Kklinik
iliskisi nedeniyle prodigiosinlerin immiin baskilayict ve antikanser faaliyetlerine
odaklanmistir (Pandey, Chander ve Sainis, 2009). Bunlara ek olarak, prodigiosinin farkli
modellerdeki transplantasyon ve oto-immiin bozukluklarda 6nemli 6lglide in vivo immiin
baskilayic1 aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Pandey, Chander ve Sainis, 2007).
Prodigiosinin anti-proliferatif ve sitotoksik etkileri yalnizca kiiltiire edilmis tiimor hiicre
hatlarinda degil insandaki en 6nemli kanser hiicrelerinden B-hiicresi kronik lenfotik 16semi
hastalarinda da gozlemlenmistir (Campas ve digerleri, 2003). Piyosiyanin gibi
prodigiosininde ila¢ etken madde aday1 ve bir¢ok hastaliga kars1 koruyucu boyar madde

olarak kullanim potansiyelleri ortaya konulmamaistir.

Dogal mikrobiyal iiriinler kimyasal ¢esitlilik ve ilag Onciilii potansiyeline sahip en zengin
kaynaklardan biridir (Deorukhkar, Chander, Ghosh ve Sainis, 2007). Mikrobiyal kaynakli
dogal iriinler ilag adayr ve etken maddesi olarak 6nemli kaynaklar arasinda yer almaya
baglamistir. 1940’lardan 2014’lere kadar birgogu ilag endiistrisinde pay1 olan, dogal
kaynaklardan (bitki, hayvan ve mikroorganizma) elde edilen diriinler ve tiirevleri,
enfeksiyon hastaliklarinin, kanser, diyabet vb. hastaliklarin tedavilerinde insan sagligi igin
on tedavi olarak gelistirilmis ve yaygin olarak kullanilan 6nemli bir pazari temsil

etmektedir (Newman ve Cragg, 2016; Biiyiiksirit ve Kuleasan, 2013).

Sentetik boyalar uzun yillar tekstil, kagit, kozmetik, ilag ve gida endiistrilerinde olduk¢a
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir ancak, sentetik boyalarin birgogu toksin olmakla
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birlikte, baz1 sentetik boyalar ise, potansiyel olarak kanserojendir (Ali, 2010; Unyayar,
Mazmanci, Erkurt, Atacag ve Gizir, 2005). Bunun yani sira, sentetik pigmentlerin birgogu
uzun siire bozunmadan kalabilmeleri nedeniyle ¢evre {lizerinde de biiylik olumsuz etkiler
olusturmaktadir.  Birgok sektorde kullanilan sentetik boyar maddelerin kullanildig:
triinlerin, atik olarak sulara atilmasi ile dogal flora ve fauna bozulmaktadir (Dhanve,
Kalyani, Phugare ve Jadhav, 2009). Ayrica, bu atiklarin canlilar i¢in zehirli ve kanserojen
olduklar1 kanitlanmistir (Becenen, 2017). Sentetik renklerin zararli etkisini ortadan
kaldirmak igin, tiim diinyada dogal kaynaklardan pigment ve renk iiretimi igin siire¢
gelistirmede onemli bir ¢aba vardir (Unagul ve digerleri, 2005; Gupta, Gark, Prakash,
Goyal ve Gupta, 2011). Ornegin, sentetik boyalardan olan azo boyalar, dogal bagirsak
biyotasinda aromatik aminlere ayrisarak, ¢ocuklarda dikkat daginikligi ve hiperaktiviteye
sebep olurken, yetiskinlerde bas agrilarina neden olmaktadir (Kucharska ve Grabka, 2010).
Boyalar, genel olarak karmasik ve yiliksek molekiil agirlikli, bilesiklerdir. Kimyasal
yapilar1 itibariyle 1siya, suya ve bir¢ok kimyasala direng gosterebilirler ve kompleks
sentetik yapilarmdan dolay1 dekolorizasyonlar1 olduk¢a zordur (Becenen, 2017). Onemli
sentetik boyar maddelerinden olan ve yapilarinda bir azo grup (N=N-) barindiran azo boyar
maddelerinin, tekstil sanayisinde yogun sekilde kullanilmalarima karsin, biyolojik
parcalamaya direngli olmalar1 ve canlilar lizerinde toksisite gdstermelerinden dolay: atik su
arittminda sorun olusturmaktadir (Becenen, 2017). Bundan dolayi, azo boyar madde
iceren atik sular, ¢evresel agidan ciddi tehdit unsuru olarak goriilmektedir (Gilindiiz

Balpetek ve Giiliimser, 2014).

Mikrobiyal pigmentlerin {iretimlerinin mevsimsel duyarlilik gostermemesi, yiiksek
verimde elde edilebilirlikleri, biyoaktif 6zellik gostermeleri, dogada giderilebilir olmalari
ve biyolojik olarak uyumlu olmalar1 nedeniyle bu pigmentler, gida, tekstil, kozmetik ve
daha pek ¢ok alanda kullanilan, bitki veya hayvanlardan elde edilen dogal boyar maddelere
ve sentetik boyar maddelere alternatif olarak uygulanmasi beklenmektedir (Biiyiiksirit ve
Kuleasan, 2013). Tiim bu bilgiler 1s18inda, dogadaki farkli renklerde pigmentler iireten
bakterilerin gida, tekstil, ila¢ ve kozmetik alaninda kullanilabilecek boyar maddelerin etken
maddesini olusturacak onemli bir kaynak oldugu diisiiniilmiistiir. Bu tez calismasinda,
dogal bakteriyel pigment elde etmek icin, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Kiltir Koleksiyonu’ndan, pigment olusturan P. aeruginosa MB713 ve Hacettepe
Universitesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji Anabilim Dali’'ndan temin edilen S.

marcescens MB703 suslar1 kullanilmistir. Calismada:
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Her iki sustan izole edilen piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin iiretimini stimiile
edecek kosullarin belirlenerek, bu pigmentlerin optimum {iretilme kosullarinin ve
pigment tiretimini indiikleyen maddelerin belirlenmesi,

P. aeruginosa MB713 ve S. marcescens MB703’ten izole edilen pigmentlerin UV-Vis
sepektrumu ile ¢ozeltideki molekiiller veya inorganik iyon ve komplekslerin dl¢iimii,
FT-IR (Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopi) ile numune igerindeki organik
veya inorganik yapidaki kati, sivi ve gaz molekiillerin ve GC-MS (Gaz Kromatografisi-
Kiitle Spektrometresi) ile numunedeki ugucu maddelerin kiitlelerine bagli olarak
analizi ile bu pigmentlerin dogrulanmasi ve molekiiler yapilariin tespiti,

Indiiklenmis kosullarda iiretilen ve kismi olarak saflastirilan piyosiyanin ve prodigiosin
pigmentlerinin miktarlarinin belirlenmesi,

Izole edilen pigmentlerin insan noroblastoma hiicresi (SHSY-5Y) ve fare fibroblast
hiicresi (L929) tizerine sitotoksik etkilerinin belirlenmesi,

Piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin, insan deri kanseri hiicresi (SK-MEL-30) ve
insan kolon kanseri hiicresi (HT-29) tizerine antiprolieratif etkilerinin ortaya konmasi,
Izole edilen pigmentlerin, 150 uM H20, kimyasal ajani ile uyarilarak model
olusturulan ndroblastoma hiicresindeki, Alzheimer hastaliginin belirteci olan
asetilkolinesteraz (AChE) enzim artisindaki inhibisyon oranlarinin tespit edilmesi,
Piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin néroblastoma hiicrelerinde 150 uM H2O; ile
olusturulan oksidatif hasara kars1 koruyucu etkilerinin Malondialdehit (MDA) miktari
ile tayini,

Piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin, antioksidan (Siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz (CAT)) etkilerinin belirlenmesi,

Izole edilen bakteriyel pigmentlerin gida, tekstil ve kozmetikte uygulanabilirliginin
belirlenmesi,

Bu caligmadan elde edilen sonuglarla, piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin deri
kanseri ve kolon kanseri gibi hastaliklarda ila¢ adayi olabilecek etken madde
potansiyeli tasiylp tasimadigmin ortaya konmasi amaclanmistir. Ayrica, oksidatif
hasarla olusturulan hiicresel Alzheimer modelinde, piyosiyanin ve prodigiosin

pigmentlerinin noral koruyucu etkilerinin ortaya konulmasi hedeflenmistir.

Bu c¢aligma, 15/2018-13 kodlu BAP projesi tarafindan desteklenmis olup, bu tez

kapsaminda elde edilen veriler 1s1ginda biyoaktiviteleri kanitlanmis olan P. aeruginosa

MB713 ve S. marcescens MB703 suslarindan elde edilen ve bu mikroorganizmalarin



sekonder metabolit olarak iirettikleri piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin, yiiksek
miktarda iiretilecek sekilde indiiklenerek karakterize edilmesi ve farkli endiistriyel
alanlarda kullanilabilmesi i¢in, biyolojik etkinliklerinin ortaya konmasi amaglanmistir.
Yapilan biyolojik etkinlik testleri ile toksik olmayan konsantrasyonlarda, antioksidan
ozelligi, kolon kanserindeki antiproliferatif aktivitesi ile kolon kanserinden ayrica, AChE
inhibitor etkisi ile Alzheimer’dan koruyucu dogal gida boyar maddesi elde edilmesi
amaglanmistir. Ayn1 zamanda, deri kanserinde belirlenen antiproliferatif etkinligi ve
antioksidan aktivitesi ile tekstilde antikanser etkiye sahip boyar madde eldesi

hedeflenmistir.






2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Pigmentler

Pigmentler, pek ¢ok endiistriyel alan i¢in Onemli Ozelliklere sahip bilesiklerdir.
Kaynaklarima goére Pigmentler organik/inorganik veya dogal/sentetik  olarak
siniflandirilirlar.  Sentetik pigmentler laboratuvar ortaminda sentezlenirken, dogal
pigmentler organik maddelerden (hayvan, bitki ve mikroorganizma) izole edilirler
(Bilgehan, 1992). Dogal kaynaklardan elde edilen pigmentlerin simiflandirilmasi,
pigmentlerin elde edildikleri kaynaklar veya kimyasal yapilar1 dikkate alinarak, iki sekilde
yapilabilir (Darshan ve Manonmani, 2015; Sigurdson, Tang ve Giusti, 2017). Kaynaklarina
gore pigmentler; bitkisel, hayvansal, mikrobiyal ve mineral kaynakli pigmentler olarak
siniflandirilmaktadirlar. Kimyasal yapilarina gore ise; flavonoid tiirevleri, isoprenoid
tiirevleri, pirol tiirevleri ve azot-heterosiklik tiirevleri olarak siniflandirilirlar (Sigurdson,

Tang ve Giusti, 2017).

Sentetik pigmentler uzun yillar tekstil, kagit, kozmetik, ilag ve gida endiistrilerinde
kapsamli bir sekilde kullanilmakta olmasina karsin, bu boyalarinin ¢ogunun toksik
olmasinin yani sira kanserojen etkiye de sebep olmaktadir (Ali, 2010; Zhang, Zhan, Su ve
Zhang, 2006; Unyayar ve digerleri, 2005). Bu sentetik maddelerin bircogu uzun siireli
stabiliteleri dolayisiyla ¢evre iizerinde biiyiik bir etkiye de sahiptirler; ¢iinkii sentetik
pigmentlerin ¢ogu dogal flora ve faunaya etki eden dogal su kaynaklarina birakilirlar
(Dhanve, Kalyani, Phugare ve Jadhav, 2009). Eritrosin ve Sunset yellow, sirasiyla kirmizi
ve sar1 renklendirici olarak gida endiistrisinde, ila¢ ve kozmetik triinlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu pigmentler bir¢ok iilke tarafindan yasaklanmistir. Sentetik
renklendirme ajanlari, deney hayvanlarinin farkli organlarinda belirli hasarlarin nedensel
ajanlar1 olarak gosterilmistir, drnegin beyin ve testislerde norotransmiterlerde dengesizlige
neden oldugu belirtilmistir. Khiralla, Salen ve EI-Malky (2015)’nin yapmis olduklar1 in
vivo c¢alismalarda, Eritrosin ve Sunset yellow azo boyalarinin kullanilmasi, farkli beyin
bolgelerinde histopatolojik degisikliklerle iligkili hem dopamin hem de noradrenalin
konsantrasyonunda dengesizlige ve hiperaktiviteye neden oldugu bildirilmis, sentetik
renklendiricilerin asir1 dozu uygulandiginda, beyin histolojik yapisinda (serebrum striatum,
serebral korteks, serebellum ve hipokampiis) ciddi degisiklikler ortaya c¢iktigi

gosterilmistir. Bu degisiklikler, hiperaktivite ve hormon dengesizligi (dopamin,



noradrenalin, ICSH ve testosteron dahil) ile iligskilendirilmistir. Sentetik renklerin bu zararl
etkilerini azaltmak veya ortadan kaldirmak i¢in, tiim diinyada dogal kaynaklardan pigment
iiretim siirecini gelistirmeye ilgi 6nemli dl¢iide artmistir (Unagul ve digerleri, 2005; Gupta

ve digerleri, 2011).

Bitkisel kaynaklardan elde edilen pigmentlerin sentetik pigmentlere alternatif olarak
yaygin sekilde kullanilmasina karsin, mikrobiyal pigmentler bitkisel pigmentlerin aksine,
iretimlerinin mevsimsel etkilenme goOstermemesi, laboratuvar sartlarinda kolaylikla
iiretilmesi, yiiksek oranda verim elde edilebilmesi ve iiretildikleri mikroorganizmalarin
hizli biiylimeleri sebebiyle biiyiik avantajlari bulunmaktadir (Rao, Prabhu, Xiao ve Li,
2017). Ayrica, gecen yirmi yilda bitkilerin mikroorganizmalarin yani sira, de izole
edilebilen karotenoidlerce zengin beslenmenin prostat biiylimesi, katarakt olusumunun
engellenmesi ve kalp-damar hastaliklarinin 6nlenmesi ile Alzheimer ve Parkinson gibi

norolojik bozukluklardaki 6nemi giderek artmaktadir. (Yilmaz, 2010).

2.2. Bakteriyel Pigmentler

Pigment {iretimi gerceklestiren mikroorganizmalar, bazi bakterileri, mantar, maya ve alg
tirlerini icermektedir (Bilgehan, 1992). Mantarlardan izole edilen pigmentler, fungal
pigmentler olarak tanimlanirken; bakterilerden izole edilen dogal pigmentler, bakteriyel
pigmentler olarak ifade edilmektedir. Bakterilerin hiicre igerisinde kalan veya bulunduklari
ortama salinan ¢ok farkli ¢esitlerde pigmentler iiretmelerine karsin, en yaygin olarak
kirmizi, turuncu, sart bazen de yesil renk pigment irettikleri gézlenmektedir (Joshi,
Kothari ve Patel, 2016; Bilgehan, 2000). Bazi bakteriler, pigmentlerini renksiz olan
16kobaz bilesikleri formunda iiretirler. Uretilen bu ldkobaz bilesikler, oksijenle temas
etmesi durumunda okside olarak renklenir, hidrojenlenerek de rengini kaybederek 16kobaz
formuna donebilir. Bakteriler bu redoks aktiviteleri sayesinde, mikrobiyolojik
uygulamalarda isaret olarak kullanilirlar. Ornegin; Tifo bakterisi ve E. coli varligmin
belirlenmesi i¢in, ortama hidrojen alicist bir boya katilarak, bu bakterilerin iirettikleri
16kobaz bilesigine gore ortamin rengini degistirmeleri beklenir. Bu durumda ortamda hangi

mikroorganizmanin bulundugu tespit edilir (Joshi, Kothari ve Patel, 2016).

Genellikle bakteriler iiretildikleri besi ortaminda mat, yar1 saydam veya renksiz koloniler

olustururlar. Pigment {iretimi gosteren bakteriler ise, hiicre i¢i pigmentleri iiretiyorlarsa,



besi ortaminda iirettikleri renkte koloniler olustururlar. Hiicre disina salinan pigmentleri
iireten bakterilerin kolonileri renksizdir ancak, iirettikleri pigmentin rengini besi ortamina
vererek besi ortaminin rengini degistirirler. Hiicre i¢i pigmentler hiicre iginde
kaldiklarindan, besi ortaminda ¢éziinemez ve besi ortamini boyamazlar ve pigment hiicre
icerisinde kalir. Ancak, hiicre dis1 pigmentler suda ¢oziildiigiinden, besi ortaminda renk

degisimine sebep olurlar (Bilgehan, 1992).

Bazi sentetik boyalarin zararli etkileri nedeni ile, organik maddelerden elde edilen
pigmentlere olan talep giinden giline artmaktadir. Fungal ve bakteriyel pigmentler dogal
olarak elde edilen pigmentlere alternatif olarak sunulan pigmentlerdir (Rao, Prabhu, Xiao
ve Li, 2017). Bakteriyel pigmentlerin genis alanlarda kullanilabilmesini saglayan
avantajlarinin yani sira, cevresel streslere ve UV 1s1gina maruz kaldiklarinda stabilite
gosterip gostermemesi de onemli bir kriter olarak diisliniilmektedir. Ancak, bu alanda ¢ok
fazla calistlmamistir (Giirciim ve Ones, 2018). Bunlara ek olarak mikrobiyal biyoteknoloji
bilimi ve uygulamalarinin gelismesine bagli olarak mikrobiyal pigmentler; gida, tekstil,

kozmetik ve ila¢ endiistrisinde de gittik¢ce kiymeti artan maddeler olarak yerini almaktadir

(Kim, Park ve Lee, 1995).
2.2.1. Pigment olusturan bakteriler

Pigmentler, bakterilerin hayati metabolitleri olmamakla birlikte, hayatta kalmalarini
kolaylastiracak bazi avantajlar saglayan sekonder metabolitlerdir. Bakteriler tarafindan
iretilen bu pigmentler bakteriye fotosentezle enerji eldesi, UV korumasi, oksidan
maddelere kars1 koruma, asirt sicaga ve soguga karst koruma, diger mikroorganizmalarin
antimikrobiyal Ozelliklerine kars1 koruma, besin eldesi (demir vs.) ve savunma
mekanizmas1 gibi avantajlar saglamaktadir (Hizbullah ve digerleri, 2018). Patojen veya
firsat¢1 patojen bakteriler tarafindan iiretilen pigmentlerin ¢ogunun viriilans faktér olarak
etki ettigi gosterilmis olmasina karsin, bu pigmentlerin in vivo/in vitro biyolojik aktiviteye

sahip oldugu da rapor edilmistir (Joshi, Kothari ve Patel, 2016).
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Cizelge 2.1. Bakteriyel pigmentler ve bu pigmentlerin uygulamalari

Mikroorganizma Pigment Renk Uygulamalar Kaynak
Pseudoalteromonas Cycloprodigiosin Sari Antiplasmodiyal, antikanser Pankaj ve Kumar, 2016;
denitrificans Kirti, Amita, Priti, Kumar
ve Jyoti, 2014
Chromobacterium Violacein Mor Antioksidant, ROS  etkisini Pankaj ve Kumar, 2016;
violaceum giderici, antifugal ajan Kirti ve digerleri, 2014;
Numan ve digerleri, 2018
Pseudomonas Piyosiyanin Mavi, Yesil Sitotoksisite, nétrofilapoptozis, Pankaj ve Kumar, 2016
aeruginosa proinflamatuar,  antimikrobiyal
ajan
Agrobacterium Astaxanthin Pembe- Antioksidant, fotoprotektant, Pankaj ve Kumar, 2016
aurantiacum Kirmizi antikanser, antiinflamatuar, gida
renklendiricisi
Bradyrhizobium sp. Cathaxanthin Turuncu Antioksidant, antikanser Pankaj ve Kumar, 2016
Streptomcess sp. Undecylprodigiosin Kirmizi Antibakteriyel, antioksidatif Pankaj ve Kumar, 2016

Staphylococcus
aureus

Xanthomonas
oryzae

Serratia
marcescens

Flavobacterium

Vogesella
indigofera

Staphyloxanthin

Xanthomonadin

Prodigiosin

Zeaxanthin

Blue pigment

Altin Sarisi

Sart

Kirmizi

Sart

Mavi

Antioksidant, ROS  etkisini

giderici

Fotohasara kars1 koruma

Sitotoksisite; antiproliferatif
etki; diabetes mellitus; B-cell
kronik lenfotik 16semi hastalar1

Hayvan derisinin ve yumurta
sarisinin sade rengini artirmak
i¢in kanatli yemlerinde bir katki
maddesi olarak; kozmetik ve gida
endiistrisinde renklendirici olarak

Agir metal giderimi

Pankaj ve Kumar, 2016;
Kirti ve digerleri, 2014

Pankaj ve Kumar, 2016

Pankaj ve Kumar, 2016;
Kirti ve digerleri, 2014;
Numan ve digerleri, 2018

Pankaj ve Kumar, 2016

Rao ve digerleri, 2017

Cizelge 2.1°de pigmentleri yaygin olarak calisilan bazi bakteriler, lirettikleri pigmentler ve

bu pigmentlerin uygulama alanlar1 verilmistir. Cizelge 2.1°de verilen bu pigment iireten

bakteri tiirlerine ek daha pek ¢ok pigment iireten mikroorganizma tiirii bulunmaktadir

2.2.2. Bakteriyel pigmentlerin yapilarina gore siniflandirilmasi

Dogal

kaynaklardan

(bitki,

bocek, mikroorganizma) elde

edilen

pigmentlerin

siniflandirilmasinda yapisal egilimleri ve dogal olusumlari dikkate alinmaktadir (Darshan

ve Manonmani, 2015).
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Bakteriyel pigmentler yapilarina gore 6 siifta toplanir:

Karotenoidler: Bu pigment tiirii, doymamis bir hidrokarbon olan karoten igerdikleri igin bu
isimle adlandirilirlar. Bunlar; sar1, kirmizi ve turuncu renge sahip pigment gruplaridir ve
suda erimezler. Buna Kkarsilik alkol, eter, kloroform ve karbon siilfiir gibi kimyasal
coziiciilerde erirler. Bitkilerden de izole edilebilen bu pigmentlerin ilk olarak bakterilerde
ortaya ciktig1 diisiiniilmektedir (Yilmaz, 2010). Tiim karotenoidler
tetraterpenoiddirler/ksantofiller (oksijen igerirler) ve karotenler (yalnizca hidrokarbon
igerirler, oksijen i¢cermezler) olarak iki sinifa ayrilirlar (Kocher ve Miiller, 2011; Rymbai,
Sharma ve Srivastav, 2011). Karotenoid iireten mikroorganizmalara, Flavobacterium
multivorum, Rhodobacter sphaeroides, Rhodotorula mucilaginosa, Amauroderma
aurantiacum, Paracoccus carotinifaciens tiirleri 6rnek olarak verilebilir. Karotenoid tireten
bu mikroorganizmalar topraktan, magaradan, sucul ortamlardan izole edilebilirler (Rao,

Prabhu, Xiao ve Li, 2017).

Antosiyaninler: Bu pigment grubu flavonoid pigmentlerin en 6nemli grubudur (Keles,
2015). Daha ¢ok meyve ve bitkilerde rastlanan bu pigment tiirii, su ve alkolde erirken
eterde erimez. Glikozit karakter gdsteren antosiyaninler, kirmizi ve mavi renktedir. Bu
grup pigmentler en fazla Streptomyces griseus ve Actinomyces’in tiirlerinde bulunur.
Ancak, rekombinant DNA ¢aligsmalari ile Escherichia coli gibi bakterilerin de bu pigmenti
iretmesi saglanmistir (Yan, Li ve Koffas, 2008).

Melaninler:  Melaninler, indolik polimerlerdir. Eumelaninler, pheomelaninler ve
allomelaninler olarak siniflandirilirlar (Surwas, Jadhav, Phugare ve Jadhav, 2013; Banerje,
Supakar ve Banerje, 2014). Coziiciilerde erimeyen bir yapiya sahiptirler. Genellikle siyah,
kahverengi ve kirmizi renklere sahiptirler. Azotobacter chroococcum, Rhizobium, Vibrio
cholerae, Burkholderia cepacia gibi bakterilerde melanin pigmentlerinin farkli yapilari
tespit edilmistir (Plonka ve Grabacka, 2006).

Fenazin Tirevleri: Bu pigmentler suda ve kloroformda erirler. Pseudomonas
aeroginosa’nin piyosiyanin pigmenti bu gruba ait bir pigmentlerdendir (Wu, Hsu ve Lee,
2003). Fenazin tiretimi phz gen ifadelerine dayanmaktadir (Blankenfeldt, 2013). Nocardia,
Sorangium, Brevibacterium, Burkholderia, Erwinia, Pantoea, Vibrio, Pelangiobacter

cinsleri de fenazin tiirevi pigmentler iiretmektedir (Cimmino, Andolfi ve Evidente, 2013).
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Kinonlar: Pseudomonas, Actinomyces, Mycobacteri’lerde rastlanan kinonlar, suda
erimezler, yogun ve parlak renklere sahiptirler (Giirciim ve Ones, 2018). Kinonlar,
doymamis bir halkasal ketondan meydana gelir. Kinonlar yapilarina gore benzokinonlar,
naptakinonlar ve antrakinonlar olarak smiflara ayrilirlar (Deveoglu ve Karadag, 2011).
Bazi kinon grubuna ait olan antrakinon tipi bilesikler, renkli antimikrobiyal tekstil
materyallerinin iiretiminde fonksiyonel boyalar olarak islev gorebilen renkler saglamanin

yan1 sira dnemli dl¢iide antibakteriyel aktivite gdstermektedir (Giirciim ve Ones, 2018).

Piroller: Piroller, dort karbon atomu ve bir azot atomundan olusan bes iiyeli bir halka ile
karakterize edilirler. Prodigiosin, klorofil, fikosiyanin gibi yapisinda pirol halkasi bulunan
pigmentler bu gruba aittir (Wu, Hsu ve Lee, 2003; Walsh, Garneau-Tsodikova ve Howard-
Jones, 2006). Pseudomonas magnesiorubra, S. coelicolor, Actinomadura pelletieri, Vibrio
gazogenes, Pseudoalteromonas denitrificans, Vibrio sp. bakterilerden izole edilirler
(Bennett ve Bentley, 2000; Harris ve digerleri, 2004; Williamson, Fineran, Leeper ve
Salmond, 2006; Kim ve digerleri, 2008; Elahian ve digerleri, 2013).

2.3. Bakteriyel Pigmentlerin Tercih Edilme Sebepleri ve Kullanim Alanlar

Sentetik pigmentler; gida, tekstil, kozmetik ve eczacilik gibi ¢esitli endiistrilerde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ancak, sentetik pigmentlerin tiiketiciler iizerindeki toksisiteleri,
dogal pigmentleri arastirmaya ve kullanmaya tesvik etmektedir. Dogal pigmentler,
yalnizca {rlinlerin pazarlanabilirligini artirmakla kalmaz, kullanildiklar1 {irlinlere
antioksidan, antikanser gibi 6zellikler de kazandirarak, saglik iizerine pozitif yonde katki
saglar (Tuli, Chaundhary, Beniwal ve Sharma, 2015). Farkli endiistriyel alanlarda
kullanilan dogal pigmentler genellikle bitkisel veya mikrobiyal kaynakli olmakla birlikte,
bitkilerden elde edilen dogal pigmentlerin 151k, 1s1 ya da pH ya kars1 toleransli olmamasi,
suda ¢ozlinmesi ve mevsimsel degisikliklerden etkilenmesi gibi dezavantajlar
bulunmaktadir.  Hava  kosullarindan  bagimsiz, ucuz  kiiltiir =~ ortamlarinda
mikroorganizmalarin kolay ve hizli gelismesi, c¢ok c¢esitli C ve N kaynaklarini
kullanabilmeleri, pH, sicaklik, mineral konsantrasyonu ve degisimine karsi daha téleransl
olmalar1, yiiksek pigment verimi, pelletten kolayca ayrilabilmesi ve genlerine daha kolay
miidahale edilerek farkli renk elde edilme olanagi mikroorganizmalarin, pigment
iretiminde One ¢ikmasimi saglamaktadir (Pankaj ve Kumar, 2016; Venil ve

Lakshmanaperumalsamy, 2009). Bu avantajlar, mikrobiyal pigment iiretiminin, cesitli
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endiistriyel uygulamalar igin arastirmalarda dne ¢ikmasimi saglamistir (Giirciim ve Ones,
2018). Ancak, bu avantajlarimin yaninda yapilan son c¢aligmalarda, bazi endiistriyel
uygulamalar ig¢in bakteriyel pigmentlerin, biiyiik 6l¢eklerde, fermentasyon tanklarinda
iretimlerinin  gelistirilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag oldugu bildirilmistir

(Charkoudian, Fitzgerald, Khosla ve Champlin, 2010).

Bakteriyel pigmentlerin iiretimini ekonomik olarak uygulanabilir hale getirmek i¢in, ¢ok
sayida pigmentin biyosentezinden sorumlu olan genlerin klonlanarak, rekombinant DNA
teknolojisinin yardimiyla, bu pigmentlerin iiretimi arttirilabilmektedir. Alternatif olarak,
farkl1 renkleri iirettirebilecek biyosentetik yolaklar da tasarlanabilir (Giirciim ve Ones,
2018). Ayrica, bir bakteriyel pigmentin molekiiler yapisini ve rengini olusturmak i¢in
yolakta ve siirecte, biyosentetik yollarla degisiklik meydana getirilebilir. Bu ¢alismaya
ornek olarak mavi renkli aktinorhodin pigmentini tireten Streptomyces coelicolor’in, parlak
sar1 renge sahip kalafungin adli bir maddeyi iiretmek i¢in genetik olarak modifiye edilmis

olmast verilebilir (Giirciim ve Ones, 2018).

Bakteriyel pigmentler, gida, tekstil, kozmetik ve eczacilik endiistrisi basta olmak {izere,
farkli alanlarda kullanim potansiyeli gdsteren maddelerdir. Gidalarda; boyar madde olarak,
gidalart giinesten koruyucu ve bu sayede gidalarin kalitesini artirici olarak, tekstilde;
mikrobiyal kumas boyas1 olarak, farkli endiistrilerde antimikrobiyal ve antikanser ajan
olarak, antioksidan olarak ve biyoindikatér olarak kullanim potansiyelleri ortaya

konmustur (Rao, Prabhu, Xiao ve Li, 2017).

2.3.1. Gida endiistrisi

Sentetik gida katki maddelerinin ve koruyucularin besin alerjileri, gida intoleransi, kanser,
multipl skleroz, dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu (DEHB), beyin hasari, bulanti,
kardiyak, erken dogum gibi pek ¢ok saglik sorununa sebep oldugu bildirilmistir (Erkmen,
2010; Rovina, Siddiquee ve Shaarani, 2017; Chung, 2016). Sentetik boyalar; azo boyalari,
trifenilmetan boyalari, ksanen boyalari, indigotin boyalar ve kinolin boyalar1 olarak
siiflandirilir. Kiiresel boya iiretiminin yarisindan fazlasinda en biiyiik renk grubu olan azo
boyalar molekiiler yapilarinda kromofor olarak azo grubu (-N=N-) igeren boyalardir En

yaygin boyalardan bir digeri de Allura Red boyasidir. Onceki calismalarda bu boyanin
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toksik ve karsinojenik etkilerinin yani sira ¢ocuklarda hiperaktiviteye sebep oldugu

bildirilmistir (Rovina, Siddiquee ve Shaarani, 2016).

Sentetik pigmentlerden eritrosin ve sunset yellow, sirasiyla kirmizi ve sar1 renklendirici
olarak gida endiistrisinde, ila¢ ve kozmetik {iriinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
pigmentler bir¢ok iilke tarafindan yasaklanmistir. Sentetik renklendirme ajanlari, deney
hayvanlarinin farkli organlarinda belirli hasarlarin nedensel ajanlar1 olarak gosterilmistir.
Ornegin beyin ve testislerde norotransmiterlerde dengesizlige neden oldugu belirtilmistir
(Khiralla, Salem ve El-Malky, 2015). Khiralla, Salem ve EI-Malky (2015)’nin yapmis
olduklart in vivo c¢aligmalarda, Eritrosin ve Sunset yellow azo boyalarinin gidada
kullanilmasi, farkli beyin bolgelerinde histopatolojik degisikliklerle iliskili olan dopamin
ve noradrenalin  konsantrasyonunda dengesizlik olusturarak, bu hormonlarin
norotransmisyonu iizerine etki eder. Bu etki sonucunda, bireylerde dikkat eksikligi ve
hiperaktivite meydana geldigi bildirilmis, bu renklendiricilerin asir1 dozu uygulandiginda,
beyin histolojik yapisinda (serebrum striatum, serebral korteks, serebellum ve hipokampiis)
ciddi degisiklikler goriildiigii ortaya konmustur. Bu degisiklikler hiperaktivite ve hormon
dengesizligi (dopamin, noradrenalin, ICSH ve testosteron dahil) ile iliskilendirilmistir.
Aragtirmalara tabi tutulan diger sentetik boyalara ve etkilerine baktigimizda, Tartrazine;
dikkat eksikligi / hiperaktivite bozuklugu (DEHB) riski ve olas1 kanser, alerji vb. risklere,
Sar1 kinolin; astim, dikkat eksikligi / hiperaktivite bozukluguna ve dokiintiilere, Amaranth;
astim, egzama, hiperaktivite, dogum kusurlarma ve 6liime, Ponceau 4R.; alerjik ve aym
zamanda potansiyel kanserojen etkilere, Benzoik asit ise, asir1 duyarlilik reaksiyonu, astim
ve norolojik bozukluklara neden oldugu bilinen ve gida, kozmetik, tekstil gibi endiistriyel

alanlarda kullanilan sentetik boyalardir (Dikshit ve Tallapragada, 2018).

Sentetik gida renk maddeleri i¢in gerekli olan giivenlik testleri ile, toksik olduklari
belirlenen bazi renk maddelerinin kullanimi yasaklanmistir. Ornegin, gidadaki sentetik
boyalardan olan azo boyalar bagirsak florasinda aromatik aminlere ayrisarak, ¢ocuklarda
dikkat dagimiklig1 ve hiperaktiviteye sebep olurken, yetigskinlerde bas agrilarina neden olur
(Kucharska ve Grabka, 2010). Ancak, dogal pigmentler sentetik pigmentlere gore daha
diisiik toksisiteye sahip olmalar1 nedeniyle gida korumasinda antibakyeriyel olarak
kullanilmaktadir. (Hizbullah ve digerleri, 2018). Tiim bunlarin istiine, bilingli tiiketiciler
tarafindan dogal renk maddelerine olan talep artmistir. Bu da, son yillarda basvurulan

patent sayisinin da gosterdigi gibi, dogal gida boyalarini gelistirmeye yonelik ¢aligmalarin
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artmasina yol ac¢mistir. Endiistriyel olarak kullanimlarina bakildiginda, yaygin olan
pigmentlerden karotenoidlerin singlet oksijen ve serbest radikalleri temizleyici, antikanser
ajani, immun cevap uyarict ve yumusak icecekleri, unlu maliilleri ve kozmetik katki
maddeleri olarak yarar sagladiklar1 bilinmektedir (Numan ve digerleri, 2018). Ayrica, bazi
mikrobiyal pigmentlerin renklendirici ve biyoaktif 6zelliklerinin yararl etkilerinden dolayi

fonksiyonel gida olarak kullanilabilirlikleri de rapor edilmistir (Pankaj ve Kumar, 2016).

2.3.2. ilac endiistrisi

Birgok ilacin toksik etkisi ve etkinliginin sinirli olmasi nedeniyle arastirmalari, daha
giivenli, genis spektrumlu yeni ilag etken maddelerini arastirmaya zorlar. Giiniimiizde,
antibiyotik kullanimi ile artan ila¢ direncine sahip patojenlere karsi yeni kaynaklardan
antibiyotik gelistirilmesi talep edilmektedir. Ayrica, 6liim ajani olarak tarif edilen kanser
icin uygun bir ila¢g bulunmamaktadir. Yeni patojenlerin yayilimimin artmasi ve kanser
hastalarinda ilag direncinin kontrolii igin eldeki imkanlarin kisitli olmasi nedeniyle, yeni

ilaglara olan talep artmaktadir (Numan ve digerleri, 2018).

Dogal mikrobiyal iiriinler, kimyasal gesitlilik ve potansiyal ilag Onciillerinin en zengin
kaynaklarindan birini olusturmaktadir (Deorukhkar, Chander, Ghosh ve Sainis, 2007).
1940’lardan giiniimiize kadar, bir¢ogu ilag endiistrisinde kullanilan dogal tirtinler ve bu
driinlerin tiirevleri, Ozelikle enfeksiyonlarn, kanser ve diyabet gibi hastaliklarin
tedavilerinde insan saglig1 i¢in 6n tedavi olarak gelistirilmistir ve yaygin olarak kullanilan

onemli bir pazar1 temsil eder (Newman ve Cragg, 2016).

Cogu sentetik antitimor ilaci, yalnmizca timor hiicrelerini degil, normal hiicreleri de
oldiiriirerek ciddi yan etkilere sebep olmaktadir. Organizmalardan gelistirilen dogal
antitimor ilaclariin hem kanser terapisinde etkili oldugu hem de sentetik ilaglara gore
daha az toksik oldugu kanitlanmistir (Cragg, Grothaus ve Newman, 2009; G. Ravelo,
Estévez-Braun, Chavez-Orellana, Pérez-Sacau ve Mesa-Siverio, 2004). 1940’lardan beri
100.000'den fazla dogal anti tiimér ilaci tanimlanmistir. Son yillarda Gida ve lag Idaresi
(FDA) tarafindan, hayvan, bitki, mikroorganizma ve deniz canlilarindan c¢ok sayida
antitimor ilact tanimlanmig ve kabul edilmistir (Cragg, Grothaus ve Newman, 2009;
Kumaran, Kim ve Hur, 2010).
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Bazi dogal kaynakli pigmentler, ilag ve saglik alaninda hastalik kontrol belirteci veya
iyilestirici ajan olarak kullanilabilir. Ornek olarak zeaksantinin yasa bagli dejenerasyondan
koruyucu olarak hareket ettigi distinilmektedir. Bunun yan1 sira astaksantin,
kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesinde ve bagisiklik sisteminin gii¢lendirilmesinde
yardimci olur (Pankaj ve Kumar, 2016). Ayrica antaksantin, Helicobacter pylori'ye karsi
biyoaktivitenin arttirllmasinda ve yiiksek antioksidan aktiviteye baglh kataraktin
onlenmesinde oldukca onemlidir (Sabbagh ve Namvar, 2017). Mikrobiyal pigmentlerden
olan melaninler de, insan metastatik melanomunun tedavisinde monoklonal antikorlar
tretmek i¢in kullanilir. Bu ¢alismalara ek olarak yapilan bazi ¢alismalarda, antioksidant
olarak kullanilan mikrobiyal pigmentlerin (karotenoid, melanin, ksantomonadin vb.),
kanser ve kalp hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaligin goriillme sikligin1 Onleyebilecegi

gosterilmistir (Rao, Prabhu, Xiao ve Li, 2017).

2.3.3. Tekstil endiistrisi

Giinlimiizde kullanilan sentetik boyar maddelerin bir¢ogunun toksik ve kanserojen oldugu,
bunun yani sira, bu sentetik boyalarin atiklariin g¢evre kirliligi olusturdugu ortaya
kondugunda, dogal boyar maddeler yeniden giindeme gelmistir (Ali, Nisar ve Hussain,
2007). Bitki kaynakli dogal boyalarin kullaniminin avantajlari, dogal atiklardan elde edilen
boyar maddelerin kullanim1 halinde bu atiklarin ekonomiye kazandirilmis olmasi, daha az
su tiiketimi, enerji tasarrufu ve kolay bozunabilir (¢6ziilebilir) olusuyla cevreye zarar
vermiyor olmasidir. Ancak bakteri ve alglerden elde edilen boyar maddeleri konu edinen
caligmalar heniiz Ar-Ge asamasinda oldugundan, tekstil endiistrisi iginde yeterince yer

almamaktadir (Giirciim ve Ones, 2018).

Yapilan c¢aligmalarda mantar, bakteri gibi mikroorganizmalarin iiretilmesiyle elde edilen
pigmentlerin, dogal boyar maddelere alternatif bir renk kaynagi olarak kullanilabildigi
gosterilmistir. Mikroorganizmalar karotenoidler, flavonoidler, kinonlar ve rubraminler gibi
cok cesitli stabil pigmentler iiretirler ve pigment {liretiminde bitki ve hayvanlarin
kullanimina kiyasla daha yiliksek verime sahiptir. Ayrica, bazi dogal renklendirici
maddeler, ozellikle antrakinon tipi bilesikler, renkli tekstil materyallerinin iiretiminde
islevsel boyalar olarak gorev alabilecek canli renkler saglamanin yaninda, onemli Slgiide
antibakteriyel aktivite gdstermektedir (Giirciim ve Ones, 2018). Sentetik boyar maddelerin

aksine, mikrobiyal pigmentlerin pek cogunun kanser, alerji vb. hastaliklara sebep olmadigi,
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hatta antibiyotik ve anti-kanser ozelliklere sahip olabilecegi ortaya konmustur (Okmen ve
Tiirkcan, 2013). Saranya, Jayapria ve Tamilselvi, (2012)’nin fenazin tiirevi olan
piyorubrin pigmenti ile yapmis olduklari ipek boyamasi c¢alismalarinin sonucunda,
boyanmis ipegin bakteri tiirlerine karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi, bu nedenle bu

kullanilan tekstil tirlinlerinde fenazin boyamasininin uygulanabilirligi ortaya konmustur.

Baski miirekkepleri, boyalar ve kaplama maddesi gibi diger sanayi sektorleri daha hizli
biliytimesi beklenirken, tekstil endiistrisi organik pigmentlerin ve boyalarim en biiyiik
tilkketicisi olmaya devam etmektedir. Tekstil endiistrisinde yaklasik 1,3 milyon ton sentetik
boya ve boya onciilleri kullanmaktadir (Venil, Zakaria ve Ahmad, 2013). Boya islemleri
sirasinda her yil yaklasik olarak 200.000 ton boya, atik olarak kaybedilmektedir. Bu
durumdan dolay1 ¢evre dostu boyalara ilgi artmistir. Mikrobiyal pigmentler, tekstilde
kumas boyanmasinda kullanilabilecek ¢evre dostu renklendiricilerdir (Chadni, Rahaman,
Jerin, Hoque ve Reza, 2017). Yapilan bazi ¢aligmalarda Vibrio suslarindan elde edilen
kirmizi prodigiosin pigmentinin yiin, naylon, ipek ve akrilik elyaflar i¢in boyar madde
olarak kullanimi gosterilmistir (Thomson, Crow, McGowan, Cox ve Salmond, 2000;
Sabbagh ve Namvar, 2017). Sabbagh ve Namvar (2017) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada
ise S. marcescens tarafindan tretilen prodigiosin pigmenti, akrilik kumas, polyester, ipek
ve pamuklu kumaslari boyamak i¢in uygulanmistir. Farkli kumas tiplerini boyamak igin
birgok mikrobiyal pigment kullanilmistir. Bir renklendirici olarak, mikrobiyal boyalarla
boyanmis tekstil materyalleri antimikrobiyal 6zellik gosterirler. Vibrio tiirlerinden elde
edilen prodigioninler kumas boyamada kullanildiklarinda, Staphylococcus aureus ve E.

coli’ye kars1 antibakteriyel 6zellik gostermektedirler (Rao, Prabhu, Xiao ve Li, 2017).

2.3.4. Diger endiistriler

Mikrobiyal pigmentlerin farkli endiistriyel alanlardaki uygulamalar1 giinden giine
artmaktadir (Pankaj ve Kumar, 2016). Bu pigmentlerin gida, tekstil, kozmetik ve ilag
sektorii gibi yaygin kullanildig1 alanlar disinda uygulamalar1 da mevcuttur. Bu alanlara
ornek olarak pigmentlerin indikatér olarak kullanimlari verilebilir. Indikatdr olarak
kullanilan mor renkli pigment, Flexiabacter ve Sporocytophaga bakterilerinden izole
edilmekte ve icme sularindaki kirliligin gostergesi olarak kullanilmaktadir. Bir diger
indikator 6rnegi, V. indigofera bakterisinden elde edilen mavi renkli bir pigmenttir. Bu

bakteri normal g¢evresel bilyiime kosullarinda mavi renkli pigment tiretmektedir ancak,
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heksavalent krom (Cr*®) gibi agir metallere maruz kaldiginda pigment {iretimi gdstermez
(Pankaj ve Kumar, 2016; Rao, Prabhu, Xiao ve Li, 2017). Bunun yaninda mikrobiyal
pigmentler, sicaklik degisimini izlemek icin de kullamilabilirler. Ornegin, Pantoea
agglomerans olarak bilinen bir bakteri, yalnizca 10 °C ve tizerindeki sicakliklarda koyu
mavi bir pigment iretmektedir. Bu nedenle gidalarin ve klinik malzemelerin diisiik
sicaklikta depolanmasi yonetimi i¢in sicaklik gostergesi olarak kullanilabilir (Fujikawa ve

Akimato, 2011).

Mikrobiyal pigmentlerden melaninler, genellikle kozmetik endiistrisinde kremlerde ve
gozlik camlarinda fotokoruyucu olarak ve uranyum gibi radyoaktif atiklarin bloke
edilmesinde kullanilir. Bakteri melanin genleri, rekombinant bakteri susunu taramak igin
raportdr genler olarak kullanilmistir (Rao, Prabhu, Xiao ve Li, 2017). Pigmentlerin
biyokimyasal caligmalarda isaretleyici olarak kullanimlarinin yani sira, gida endiistrisinde
renklendirici madde olarak, ila¢ ve su kiiltiirii endiistrisi gibi c¢ok sayida alanlarda

endiistriyel uygulamalar1 bulunmaktadir (Pankaj ve Kumar, 2016).

Cogu mikrobiyal pigmentin plastik, boya, kagit ve baski endiistrisinde de renklendirici
olarak kullanimlarina oldukca biiylik bir talep bulunmaktadir (Pankaj ve Kumar, 2016).
Bunlarin yani sira ressam boyalari, deri dekorasyonu, imitasyon deri, ingaat materyalleri,
ylizey kaplamalari, kaucuk, kagit, kozmetik, seramik ve emayelerde de boyar madde olarak

kullanimlari raporlanmigtir (Erdal ve Okmen, 2013).

2.4. Pseudomonas Cinsine Ait Bakterilerin Pigmentleri

Pseudomonas cinsi bakteriler, Pseudomonadaceae familyasi i¢inde yer alan Gram negatif,
nonfermentatif, sporsuz, polar flagellalar1 ile hareket eden aerobik basillerdir. (Speert,
Campbell, Davidson ve Wong, 1993). Ayrica, kiiltiirdeki tatli tiziim benzeri koku 6zelligi
de P. aeruginosa’y: identifiye etmede ayiric bir dzelliktir. Bu 6zellik 2-aminoasetofenona
aittir (Cufal1, 2011). Pseudomonas cinsine ait tiirler, 6 degisik sekeri metabolize etmek igin
2-keto-deoksiglukonat yolunu kullandiklarindan dolayi, ATP iiretimi igin elektron tasima
zincirine ihtiyag duyarlar. Elektron tasima zincirine ihtiya¢ duymalarindan dolay:
Pseudomonas cinsi zorunlu aerob bakteridir (Magin, 2014). Pseudomonas spp., minimum
besin varliginda 4-42°C gibi genis bir sicaklik araliginda gelisebilen bakterilerdir ancak,

gelisme gosterdigi optimum sicaklik 37°C’dir. Tiirlerin tamami optimum gelismeyi notral
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veya alkali pH (7,0-8,5) araliginda gosterir (Cufali, 2011). Pigmentasyon, pigment iireten
Pseudomonas cinsine tiirlerinin ayriminda kullanilan 6nemli bir 6zelliktir (Keskin ve
Ekmekgi, 2003).

Pseudomonas tiirlerinin piyoverdin, piyosiyanin, piyorubin ve piyomelanin adi verilen
cesitli pigmentler olusturduklar1 ve bu pigmentler sayesinde segici bir 6zellik kazandiklar
belirtilmistir (Daly, Boshard ve Matsen, 1984). Fenazinler, Pseudomonas’larin suda
¢Oziinebilir pigmentleridir. Suda ¢oziinen pigmentler arasinda en ¢ok bilinenleri piyoverdin
ve piyosiyanindir. Diger fenazin pigmenti ise, Ozellikle Pseudomonas chlororaphis
bakterisine 6zgili olan, suda diger pigmentlere kiyasla daha az ¢oziinebilen ve koloni
etrafinda kristalize olma 6zelligi gosteren klororafin (chlororaphin) olarak adlandirilmis
yesil bir pigmenttir. Bir diger pigment Lemonnierin, Pseudomonas lemonnierin susu igin
karakterize olan hiicre i¢inde bulunan ve suda ¢éziinmeyen bir pigmenttir. Karotenoidler
ise, genellikle sar1 veya turuncu renkli, suda ¢dziinmeyen ve Pseudomonas alcaligenes,
Pseudomonas mendocina, Pseudomonas vasicularis, Pseudomonas flava, Pseudomonas
pseudoflava, Pseudomonas palleronii, Pseudomonas rhodos, Pseudomonas echinoides,
Pseudomonas radiora gibi birgok tiir tarafindan iiretilen pigmentlerdir. Yagli Pseudomonas
kiiltiirlerinde (10 gilinliik) melanin pigmentlerinin tiretildigi de tespit edilmistir (Rana ve
Chauhan, 2018)

2.4.1. Pseudomonas cinsine ait bakterilerin pigmentleri ve pigment yapilari

Pseudomonas tiirleri, piyosiyanin (mavi-yesil), pyoverdin (sari, yesil ve floresan),
piyomelanin (agik kahverengi) ve piyorubrin (kirmizi-kahverengi) gibi tirettigi farkli
pigmentler nedeniyle dikkat ¢ekmektedir (Meyer, 2000). P. aeruginosa bir¢ok cesit
pigment iretebilme kapasitesine sahiptir ve en ¢ok calisilan Pseudomonas tiirtidiir.
Pseudomonas tiirlerinin tretmis olduklar1 pigmentleri tek tek asagidaki sekilde ele

alabiliriz:

Piyosiyanin (Ci3H10N20), suda ve kloroformda eriyen, fluoresens vermeyen fenazin
grubundan mavi-yesil renkte olan ve azot igeren heterosiklik bir bilesiktir (Karatuna ve
Yagci, 2008; Jayaseelan, Ramaswamy ve Dharmaraj, 2014). izolatlarmin yaklasik %90-
95’1 normalde ‘‘mavi pus’’ olarak adlandirilan olarak adlandirilan ve Resim 2.1°de farkli

ortamlardaki renk kompozisyonlar1 gosterilen piyosiyanin pigmentini Uretir (Laxmi ve
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Bhat, 2016). Piyosiyaninin tiirevi olan piyoselin, P. aerugionasa’larin sideroforlarindan
biridir. Biyogenetik olarak, salisilik asit ve sisteinin iki molekiiliiniin kondensasyon
iirlintidiir (Meyer, 2000).

Resim 2.1. P. aeruginosa’nin sivi/katt besi ortaminda piyosiyanin iretimi ve iki fazh
ekstraksiyonu A. Sivi besi ortami1 B. Kati besi ortami C. Ekstraksiyon
(Alzahrani ve Algahtani, 2016; Gahlout, Prajapati, Chauhan, Patel ve Solanki,
2017)

Piyoverdin, fluoresens grupta yer alan suda eriyen, kloroformda erimeyen, ultraviyole
1s18inda fluoresens veren, sari-yesil renkte bir pigment grubunu ifade eder (Karatuna ve
Yagci, 2008). Flouresan, Pseudomonas tiirleri tarafindan demir agligi kosullari altinda
tiretilen yapisal olarak iligkili bir yan etki grubudur. Pek ¢ok Pseudomonas, birden fazla
tipte yanal molekiil tiirii olustururken, piyoverdinler her zaman birincil demir alim
sistemidir. Calisilan en iyi piyoverdin, P. aeruginosa tarafindan iiretilen piyoverdin I'dir
(PVDI). Piyoverdin (CsgHg7N180O22), 1364.632 Da molekiil agirligina sahip bir maddedir
(Yeterian ve digerleri, 2010). Pseudomonas tiirlerinden elde edilen piyosiyanin ve

piyoverdin pigmentlerinin siderefor fonksiyonlar1 vardir (Karatuna ve Yagci, 2008).

Piyomelaninler, fenolik veya indolik bilesiklerin oksidatif polimerizasyonu ile olusturulan,
yliksek molekiiler agirlikli pigmentlerdir. Piyomelanin, P. aeruginosa kokenlilerin %2-3’1
tarafindan olusturulan ve baska hicbir bakteri tarafindan sentezlenmeyen, suda eriyen,
kahverengimsi-siyah renkte bir pigmenttir (Meyer, 2000). P. aeruginosa'ya ek olarak,
bakterilerden insana kadar degisen her canli organizma taksonlarindan melanogenez ara
driinlerine gore dort kategoride siniflandirilmis olan piyomelanin ve diger melanin
formlarinin tretildigi agiklanmistir: eumelanin, feomelanin, allomelanin ve piyomelanin

(Mahmood, Mohammed ve May, 2015). Bu pigmentin esas gorevi, lretildigi organizmay1
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UV 1s1gima karst korumaktir. Ayrica, piyomelanin iiretimi sonucu P. aeruginosa’da
oksidatif stresin azaldigi goriilmiistiir (Turick, Knox, Becnel, Ekechukwu ve Milliken,
2010).

Piyorubin, bazi P. aeruginosa suslari tarafinda iretilen, parlak kirmizi renkte, suda
cozlinebilen ancak kloroformda ¢dziinemeyen, fenazin tiirii bir pigmenttir. Diisiik oksijen
konsantrasyonunda geri doniisiimsiiz olarak rengini yitirir. Piyorubin klinik izolatlarin

%?2'sinde tretilir ve tiim pH degerlerinde kirmizi renktedir (Meyer, 2000).

2.4.2. P. aeruginosa’dan izole edilen piyosiyanin pigmentinin yapis1 ve sentez
mekanizmasi

P. aeruginosa, toprak, batakliklar ve kiy1 deniz yasam alanlarinin yani sira bitki tizerinde
ve hayvansal dokularda yasayabilen, Gram-negatif, aerobik, sporsuz, kapsiilsiiz, hareketli
ve basil seklinde bir bakteridir. Hidrofilik oldugu i¢in lavabolardan, sebzelerden, nehir
sularindan ve hatta antiseptik soliisyonlardan bile rahatlikla izole edilebilir. P. aeruginosa,
ilk kez Fransiz eczaci Carle Gessard tarafindan 1882 yilinda, mavi yara akintilarindan
tanimlanmistir (Hizbullah ve digerleri, 2018; Brooun, Liu ve Lewis, 2000; Speert,
Campbell, Davidson ve Wong, 1993). P. aeruginosa suslarinin hareketli olmalari,
bulunduklart besi ortamindan yeterince faydalanmalarini saglamaktadir. (Lau, Hassett,
Ran, Kong, 2004). Uygun besi ortaminda optimum 30-37°C'lerde ve hafif alkali ortamlarda
gelisen P. aeruginosa 42°C'de ireyebilme yetenegine sahiptir ve arka arkaya 3 pasajda
42°C'de tireyebilmesi, P. fluorescens'den ayirt edici bir 6zelligidir. P. aeruginosa suslari,
stv1 besiyerinde yiizeyde zar olusturduklar1 bir tireme gosterirler ve zarin hemen altinda
mavi yesil pigmenti gozle goriilebilir. Uzun siire beklemis P. aeruginosa kiiltiir ortamlari
zamanla alkali duruma geldiginden, bakteriler litik fazda irettikleri metabolitlerle erir ve
s1v1 besiyerini berraklastirir. Pigment olusumu kiiltiir kosullarina bagli olan bu bakterilerin
pigment lretme Ozellikleri mutasyonla kaybolur ya da aynm1 anda bir¢cok pigment olusumu
goriilebilir. P. aeruginosa’nin iirettigi piyosiyanin pigmenti oksijensiz ortamda olusmaz
(Aslan, Kanbay ve Isik, 2018). Piyoverdin, piyosiyanin pigmenti ile birlikte iiretildiginde
besi ortaminda yesil renk gozlenir (Bennett, Dolin ve Blaser, 2014).

Piyosiyanin (N-metil-1-hidroksifenazin) pigmenti, hareketini tek kutuplu flagellum ile

saglayan, gram negatif, aecrobik P. aeruginosa tarafindan tiretilen mavi-yesil renge sahip
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fenazin tiirli bir pigmenttir. Suda ve kloroformda eriyen ve fluoresans vermeyen bu
pigment, s1v1 besiyerlerinde {iretilmis bakteri kiiltiirlerine kloroform eklenir ve ¢alkalanirsa
besiyerinin iginde ¢6kmiis halde bulunan kloroform igerisinde kristalize olarak mavi-yesil
renkte gbzlenir. (Moore ve Flaws, 2011; Essar, Eberly, Hadero ve Crawford, 1990; Cox,
1986). Piyosiyanin pigmentinin 6ncii molekiilii olan korizmik asitten, son hali olan {i¢
halkali piyosiyanine sentezlenirken, phzRABCDEFG operonu ve phzH, phzM, phzS

genleri gorev alir (Karatuna ve Yagci, 2008).

Piyosiyanin zay1f asit 6zelligi veren fenol gruplu, suda ¢odziinen bir zwitter iyondur. Zwitter
iyon 0Ozelligi, piyosiyanin pigmentinin notr ve bazik pH degerlerinde negatif yiiklenerek
mavi, asidik pH degerlerinde pozitif yiiklenerek (protonlanarak) kirmizi renkle karakterize
edilmesini saglar. Zwitter iyon Ozelliklerin ve diisiik molekiil agirligi (210,23 g/mol)’nin
piyosiyanin pigmentine kolayca niifuz etme ve lokal g¢evrelerde yayilarak sitoplazmik
membranla etkilesime girme 6zelligi kazandirdigir diisiiniilmektedir (Hall ve digerleri,
2016; McFarland ve digerleri, 2013). Bu pigmentin kloroform ile ekstraksiyonu sirasinda
zwtter iyon Ozelliginden kaynaklanan pH degisimine gore ortamdaki renk degisiminin

ifadesi Sekil 2.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 2.1. P. aeruginosa’nin iirettigi piyosiyanin molekiiliiniin asidik ortamda pozitif yiiklii
formu (kirmizi) ve bazik ortamda notr formu (mavi) (A) ve 1-Hidroksifenazin’in
kimyasal yapisi1 (B) (O’Malley, Reszka, Spitz, Denning ve Britigan, 2004)
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2.4.3. P. aeruginosa’dan izole edilen piyosiyanin pigmentinin iiretimini etkileyen
faktorler

P. aeruginosa c¢ok basit besiyerlerinde dahi iireyebilmektedir. En iyi iiremeyi aerob
ortamlarda gosterirken, ortamda nitrat varliginda nitrati termal elektron alicist olarak
kullanarak anaerob ortamda da tireme gosterebilir (Bennett, Dolin ve Blaser, 2014). Bu
pigmentin iretiminde karbon kaynagi olarak genellikle gliserol kullanilmakta ve farkli
iceriklere sahip besi ortamlarinda iiretilen piyosiyanin miktari da farkli olmaktadir (Cox,
1986). P. aeruginosa, diisik demir igerikli besiyerlerinde bol miktarda pigment
iretmektedirler (Cox, 1986).

2.4.4. P. aeruginosa’dan izole edilen piyosiyanin pigmentinin biyolojik etkinlikleri

Dogal ve sentetik fenazinler, genis spektrumlu antibiyotikleri, antimalaryal (Hussain ve
digerleri, 2011), tripanosidal (Neves-Pinto ve digerleri, 2002), antihepatit C viral
replikasyon aktiviteleri (Wang ve digerleri, 2000), 16semi ve solid tiimdrde antitiimor
aktiviteleri, antikarsinomatoz aktiviteleri, noroprotektif 6zellikleri, antifungal &zellikleri,
antikanser aktivite saglayan topoizomeraz I ve II inhibitorlerini (Wang ve digerleri, 2002)
kapsayan onemli biyolojik aktiviteler gostermeleri nedeniyle, ilag endiistrisinde biiyiik ilgi
gormektedirler (Laursen ve Nielsen, 2004). Ancak, bu pigmentler dogal olarak
iiretildiklerinde, pigmenti iireten canliya da oldukca cesitli yararlar saglar ve organizmanin

yasama sansini artirici etkilere sahiptir (Jayaseelan, Ramaswamy ve Dharmaraj, 2014).

P. aeruginosa, ¢ogalabilmek igin demire gereksinim duyar ve transferrin, ferritin gibi
viicut proteinleri ile demir i¢in yarisir. Kisitli demir igeren ortamlarda, piyosiyanin ve
piyoverdin demir iyonlar1 ile selasyon yapar ve membran i¢indeki reseptdr proteinlere
baglanarak, demirin hiicre i¢ine alinmasini saglar. Bu pigmentler cevredeki demiri
baglayarak P. aeruginosa’nin metabolizmas: igin demir saglamalarinin yani sira,
Ekzotoksin A’nin iiretimini diizenledigi gibi kendi iiretimini de diizenleyerek viriilansta rol
oynarlar (Karatuna ve Yagci, 2008). Sekonder metabolit olarak iiretilen bu pigment gesitli
mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal aktivite gostererek, bakterilerin hayatta kalmasini
ve diger bakterilerle rekabet etmelerini saglamaktadir (Lau, Hassett, Ran ve Kong, 2004).
Piyosiyanin, biyo-kontrol ajani olarak kullanilmistir ve antibakteriyel ve antifungal

aktiviteye sahiptir (Jayaseelan, Ramaswamy ve Dharmaraj, 2014).
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2.5. Serratia Cinsine Ait Bakterilerin Pigmentleri

Enterobacteriaceae familyasina ait olan Serratia spp., Gram negatif basillerdir. Bu
bakteriler, standart besi ortamlarinda iyi biiyiime gosterirler ve kolay taninmalarini
saglayan koyu kirmizi renkte, prodigionin iskeletine sahip olan prodigiosin ve tiirevi
pigmentleri iretirler (Sakuraoka, Suzuki ve Morohoshi, 2019; Shahitha ve Poornima,
2012). Serratia cinsine ait tiirler su, toprak, bitki, bocek, insan ve hayvanlardan izole
edilebilir ve yalnizca aerobik kosullar altinda pigmentasyon gosterirler. Pigmentasyon
iiretimi, tiirler arasinda olduk¢a degiskenlik gosterir ve tiir, inkiibasyon siiresi, calkalama
kosullar1 gibi pek ¢ok faktore baglidir (Khanafari, Assadi ve Fakhr, 2006). Serratia
cinsinin tiirlerinden ayr1 olarak, Pseudomonas magneslorubra, Vibrio psikiyatri, Vibrio
gazogenes, A. rubra, Rugamonas rubra ve Streptoverticillium rubrireticuli tiirleri de
prodigiosin iiretmektedir (Darshan ve Manonmani, 2015). S. marcescens tarafindan

iiretilen prodigiosin pigmentinin sivi, kat1 besiyerindeki goriintiisii ve ekstrakte edilmis hali

Resim 2.2°de verilmistir.

Resim 2.2. S. marcescens’in sivi/kat1 besi ortaminda iiretimi ve prodigiosin pigmentinin
ekstraktt A. Sivi besi ortam1 B. Kati besi ortami C. Prodigiosin ekstrakti
(Rokade ve Pethe, 2017)

Prodigiosinler, sitosoliin asitlesmesine yol agan H*/CI” simport aktiviteye tesvik eder. Bazi
kanser hiicrelerinde apoptozise neden olan sikloprodigiosin de bu aktiviteye sebep

olmaktadir (Khanafari, Assadi ve Fakhr, 2006).
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2.5.1. Serratia cinsine ait bakterilerin pigmentleri ve pigment yapilari

Prodigioninler, bakteriyel biiyiime egrisinin durgunluk fazinda olusan, dogal kirmizi renkli
heterosiklik tripirollerdir. Gliniimiizde, prodigiosin benzeri bilesikleri tanimlamak icin

prodigionin kelimesi kullanilmaktadir. Prodigioninler ii¢ temel smiftan olugsmaktadirlar
(Resim 2.3).

Ik grup, lineer tripirol grubudur. Cogunlukla S. marcescens, Serratia plymuthica, Hahella
chejuensis ve Vibrio psychroerythreus’tan izole edilen prodigiosin ve Streptomyces
longisporus ruber, Streptoverticillium rubrireticuli ve Saccharopolyspora sp.’dan izole
edilen undesilprodigiosini igerir. Prodigiosin (C20H25N30)’de birbirine bagli iki rotamerde
cis (veya PB) ve trans (veya o) bulunur. Bu formlar arasindaki denge pH’ya baghdir
(Darshan ve Manonmani, 2015). Prodigiosin pigmentinin molekiil agirligi 323,44
g/mol’diir (Pubchem). Undesilprodigiosin (CzsH3sN3z0) ise, 393,575 g/mol molekiiler
agirliga sahiptir (Pubchem).

Ikinci grup, makrosiklik gruptur. Pirol A ve pirol C arasindaki halka formasyonu ile
tanimnirlar. Bu grupta bulunan tek pigment olan Siklononilprodigiosin (C23H20N30)
pigmenti 363,5 g/mol molekiil agirligina sahiptir ve Actinomadura pelletieri ve

Actinomadura madurae bakterilerinden izole edilmektedir.

Ugiincii grup ise, Pirol C’de halkas1 bulunan, halkasal bir gruptur. Alteromonas rubra ve P.
denitrificans’den izole edilen sikloprodigiosinleri ve Saccharopolyspora sp. ve S.
coelicolor’dan izole edilen biitilsikloheptilprodigionin pigmentleri, bu grup iginde
degerlendirilir (Bennett and Bentley, 2000; Harris ve digerleri, 2004; Williamson, Fineran,
Leeper ve Salmond, 2006; Kim ve digerleri, 2008; Elahian ve digerleri, 2013).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C20H25N3O
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C25H35N3O
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C23H29N3O
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Resim 2.3. Prodigiosin tiirevlerinin yapisi (Kimata, Izawa, Kawasaki ve Hayakawa, 2017,
Pubchem)

25.2. S. marcescens’ten izole edilen prodigiosin pigmentinin yapis1 ve sentez
mekanizmasi

Prodigionin ailesine ait kirmizi renkli, biyoaktif prodigiosin pigmenti ii¢ pirol halkasi,
cesitli alkil gruplar ve pirolilpirrometen ¢ekirdegi igeren bir bilesiktir (Bennet ve Bentley,
2000; Hage-Hiilsmann ve digerleri, 2018; Shaikh, 2016). Bu tanimlamanin yani sira
Serratia sp., Pseudomonas sp. ve Streptomyces sp. gibi birkag mikroorganizma tarafindan
tiretilen ve antibiyotik 6zelligine sahip olan bu pigment, antibiyotik biyosentezi olarak da
tanimlanirlar (Kimata, 1zawa, Kawasaki ve Hayakawa, 2017). Ilk olarak S. marcescens’ten
izole edilen prodigiosin, farkli bakteriler tarafindan da iretilebilmektedir (Yiice, Biger,
Kavuncuoglu, Ozelgun ve Ongiit, 2014). Bu pigment, Metil Amil Pirol (MAP) ve Metoksi
Bipirrol Karbaldehit (MBC) olarak adlandirilan iki bilesenin yogunlasma tepkimesiyle
sentezlenir. MAP ve MBC iiretiminden sorumlu genler, 14 genli bir operon tarafindan
organize edilir (Ravindran, Sunderrajan ve Pennathur, 2019; Harris ve digerleri, 2004).
Prodigiosin pigmentinin S. marcescens’in intraselular graniillerinde ve hiicre ile iligkili
vezikiillerinde bulundugu gosterilmistir (Kobayashi ve Ichikawa, 1991) ve pigmenti

ekstrakt edilmesi i¢in hiicre duvarin1 yikmak gerekir (Khanam ve Chandra, 2018).
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2.5.3. S. marcescens’ten izole edilen prodigiosin pigmentinin iiretimini etkileyen
faktorler

Prodigiosin iiretiminin birgok g¢evresel faktorden, inorganik fosfat varligindan, besiyeri
iceriginden, sicakliktan ve pH’dan etkilendigi gozlemlenmistir. Serratia spp.’den pigment
iiretimi ve izolasyonu i¢in kullanilan ¢ok sayida secici besiyeri vardir. Giinlimiizde
prodigiosin biyosentezi i¢in kullanilan besi ortamlar1 Nutrient Broth (NB) ve Pepton-
Gliserol Broth (PG)’tur. Yapilan bazi galismalarda pigment verimini arttirmak igin
kullanilan susam tohumunun, pigment verimini arttirdig1 ortaya konmustur (Darshan ve
Manonmani, 2015). NB besiyerinde maksimum pigment tiretimi 28°C ile 30°C araliginda
goriiliirken, 37°C’de bu besiyerinde pigmentasyon goriilmedigi ortaya konmustur. Susam
tohumu tozu ile hazirlanan besiyerine C kaynagi olarak eklenen glukoz ve maltozun
prodigiosin iretimini inhibe ettigi gozlemlenmistir (Darshan ve Manonmani, 2015).
Yiiksek verimde pigment iiretimi i¢in optimum pH ise, 6-7 araliginda tespit edilmistir

(Das, Samal, Sahoo ve Sabat, 2018).

Resim 2.4. S. marcescens’in Luria Bertani (LB) besiyerinde 18 saat inkiibasyonda farkli
sicakliklarda kolonilerdeki pigmentasyonu A. 30°C ve B. 37°C (Romanowski1
ve digerleri, 2019)

Yapilan ¢alismalar sonucunda Serratia tiirlerine gore pigment iiretiminde etkili C kaynagi
farklilik gostermekle birlikte, S. marcescens icin en ideal C kaynagi gliserol olarak
bulunmusken, en kotii C kaynagi glukoz olarak tespit edilmistir.  Calisilan azot
kaynaklarindan soya pepton, et oziitii ve fistik tozunun da tripton ve maya Oziitiine gore

pigment iiretimini arttirmada etkili oldugu gdsterilmistir (Lin ve digerleri, 2019)
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2.5.4. S. marcescens’ten izole edilen prodigiosin pigmentinin biyolojik etkinlikleri

S. marcescens suslarindan izole edilen prodogiosin pigmentlerinin anti-UV 6zelliklerinin
yani sira antibakteriyel, antifungal, antiproliferatif ve antioksidan 6zelliklerinin de oldugu
yapilan galismalar sonucu ortaya konmustur (Sundaramoorthy, Yogesh ve Dhandapani,
2009). Bu biyoaktif sekonder metabolit son zamanlarda miyelom, T hiicreli 16semi, Burkitt
lenfomas1 ve meme, kolon, karaciger ve akciger kanserleri iizerindeki immiin sistemi
baskilayict ve antikanser etkileri nedeniyle dikkat ¢ekmistir. Giliniimiizde prodigiosinin
dort antikanser etki mekanizmasi tanimlanmistir. Bu mekanizmalar; hiicre i¢i asitlenmenin
baslamasi, Topoizomeraz I ve II inhibitdrii olan DNA bdliinmesinin baslamasi, MAPK
aktivitesinin diizenlenmesi ve hiicre dongiisiiniin inhibisyonudur (Pérez-Tomds ve Viias,
2010; Francisco ve digerleri, 2007; Williamson ve digerleri, 2005; Agwa ve digerleri,
2018; Elahian ve digerleri, 2013).

Antibakteriyel etkisi tespit edilen prodigiosinin, Gram pozitif bakterilerden S. aureus,
Staphylococcus saprophyticus, Bacillus subtilus, Enterococcus avium ve Streptococcus
pyogenes, Gram negatif bakterilerden ise E. coli, P. aeruginosa, Aeromonas hydrophila,
Proteus mirabilis ve Klebsiella pneumonia gibi bakteriler lizerinde bu etkiyi gosterdigi
ortaya konmustur. Prodigiosinin antibakteriyal etkinligi prodigiosinin membran disina
cikabilme ve DNAgiraz ve Topoizomeraz IV gibi hedef enzimleri inhibe edebilme
yetenegi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (Darshan ve Manonmani, 2015). Yapilan bazi
caligmalar prodigiosinin baktetiyostatik etkisini ortaya koymaktadir. Bunun yani sira Ames
Testi ile prodigiosin pigmentinin genotoksik etkisinin olmadig da gosterilmistir (Darshan

ve Manonmani, 2015; Guryanov, Karamova, Yusupova, Gnezdilov ve Koshkarova, 2013).

Prodigiosin, antimikrobiyal, antibakteriyal, antifungal, antimalaryal, antibiyotik,
antioksidan, antikanser (Montaner ve Prez-Toms, 2003), anti-UV, immiin baskilayici ve
antidiyabetik gibi 0Ozellikleri sebebiyle tip, kozmetik, ila¢ ve gida endiistrisinde
kullanilmaktadir  (Yiice ve digerleri, 2014; Khanam ve Chandra, 2018).
Undesilprodigiosin, metasikloprodigiosin, nonylprodigiosin, norprodigiosin ve roseophilin
gibi izoformlari olan prodigiosin, bu biyoaktif 6zelliklerine ek olarak, immiin baskilayici
etkisinden dolay1 da tibbi olarak kullanim alanlarina sahiptir (Elahian ve digerleri, 2013).
Prodigiosin tarafindan indiiklenen DNA boliinmesi, molekiil i¢indeki A halkas1 yapisi ile

yakindan ilgilidir. Prodigiosinin bipirol halka bulundurmasi, prodigiosin pigmentinin bakir
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aracili niikleaz aktivitesi gostermesini saglamaktadir. Prodigiosinlerin farkli yapilara sahip
olmasi nedeniyle, sitotoksisite yetenekleri de degisiklik gostermektedir (Liu ve digerleri,

2018a).

Son yillarda yapilan aragtirmalarla, genis faaliyet yelpazesine sahip olan prodigiosinlerin
mitkemmel klinik etkilerinden dolayr immiin baskilayici ve antikanser faaliyetlerine
odaklanilmistir (Pandey, Chander ve Sainis, 2009). Prodigiosinin farkli modellerdeki
transplantasyon ve oto-immiin bozukluklarda 6nemli 6lgiide in vivo immiin baskilayici
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Pandey, Chander ve Sainis, 2007). Prodigiosinin
anti-proliferatif ve sitotoksik etkileri, yalnizca hiicresel ¢alismalarda degil insandaki en
onemli kanser hiicrelerinden B-hiicresi kronik lenfotik 16semi hastalar1 iizerinde yiiriitiilen

in vivo ¢alismalarda da gozlemlenmistir (Campas ve digerleri, 2003).

Prodigiosin, su an i¢in Aida Pharmaceutical A.S. tarafindan 6n klinik ¢alismalara tabi
tutulan bir pigmenttir. EK olarak, preklinik ¢alismalarda ve gliniimiizdeki birka¢ klinik
denemede, bir prodigiosin analogu ve bir BHz (Bor hidriir) taklit¢i ajant olan Obatoclax
(sentetik prodigiosin)’in, yalnizca ajan olarak uygulamalarda veya bir kag kemoterapotik
ilagla kombinasyonlu olarak uygulamalarda antikanser madde olarak timit verdigini
gostermektedir (Pérez-Tomas ve Vidas, 2010). Bu ¢alismalar, yeni antikanser ilaglarinin
gelistirilmesinde prodigiosinin kullanilabilirligini ortaya koymaktadir (Pérez-Tomas ve
Vidias, 2010). Ayrica Kim ve digerleri (2003) tarafindan da, Diabetes Mellitus tedavisinde
prodigiosin kullanimi, prodigiosinin diyabeti 6nlemek ve tedavi etmek igin aktif bir bilesen

olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir.

2.6. Piyosiyanin ve Prodigiosin Pigmentlerinin Biyoteknolojik Olarak Kullamm ve
Farkh Kullamim Potansiyalleri

Piyosiyanin pigmentinin gida, tekstil ve ilag gibi endiistriyel alanlarda kullanimlarinin yanm
sira bu pigmentin insanlarda, 6zellikle immiin sistemi baskilanmis kisilerde idrar yolu
enfeksiyonlari, yara enfeksiyonlari ve bazen zatiirreye neden olan Enterobacteriaceae
familyasinin bir {iyesi olarak bilinen Citrobacter sp. iizerinde antibakteriyal etkisi
bulunmasindan dolay1 inhibitor olarak kullanimlari rapor edilmistir (Saha, Thavasi ve

Jayalashmi, 2008; Sabbagh ve Namvar, 2017).
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Gilines kremi uygulamasinin, malign ve premalign cilt lezyonlarin1 6nlemek veya en aza
indirmek i¢in 6nemli bir strateji oldugu diisiintildiigiinde, piyosiyaninin UV-B koruyucu
etkisi ve SPF'nin gelistirilmesindeki rolii degerlendirilmistir. Bu yontemle belirlenen ticari
giines koruyucu losyonlarin SPF'si, etiketli SPF ile yakindan eslesmistir. Bu nedenle,
sonuclar Piyosiyanin ile birlestirilen giines koruyucusunun, tek basina giines koruyucusuna
kiyasla daha fazla UV-B koruyucu etkiye sahip oldugunu kanitlamistir (Patil, Paradeshi ve
Chaudhari, 2016). Suryawanshi, Patil, Borase, Salunke ve Patil, (2014)’da, prodigiosinin
giines koruyucu olarak kullanimini arastirmis ve prodigiosinin fotokoruyucu aktiviteye
sahip olan Aloe vera yapragi ve salatalik meyvesine katki maddesi olarak uygulanarak,

giines koruyucularin koruma faktorlerini (SPF) artirdigin1 ortaya koymuslardir.

Sekonder metabolit olarak S. marcescens basta olmak iizere, pek ¢ok bakteri tarafindan
iiretilen prodigiosin pigmentinin gida, tekstil ve ila¢ alaninda alisilmis olan uygulamalari
disinda, giincel olarak pek ¢ok alanda yapilan AR-GE c¢aligmalart devam etmektedir.
Arastirmacilar prodigiosin pigmentinin kauguk lateks, kagit ve polimetil i¢cinde bir boya
maddesi olarak metakrilat1 degerlendirdi, bdylece sentetik pigmentlere bir alternatif
olabilirligi gosterildi. Sonuglar dogrultusunda, metakrilat ve kauguk i¢in boya olarak
prodigiosin ve ayrica pH gostergesi olarak prodigiosin boyali kagidin kullanim kapsamini
gostermektedir. Dahasi, dogaldir, suda ¢6ziinmez ve ¢evre dostudur (Joshi, Kothari ve
Patel 2018). Shaikh (2016)’nin prodigiosin ile ilgili yapmis oldugu pek ¢ok ¢alismasinda
prodigiosin, pH indikatorii, mum, tekstil malzemesi, kagit {irlinler ve tirnak boyasi olarak
uygulanmasi i¢in degerlendirmede bulunmustur. Caligmalar1 sonucunda pigment mum ve
kumas tarafindan 6ziimsenmistir. Bu sonug¢ dogrultusunda prodigiosin pigmentinin renkli

mum yapiminda kullanilabilecegi 6ne stiriilmiistiir.

Prodiginin ailesinin iki tiyesi prodigiosin ve obatoclax (OBX), antikanser ozelliklerine
sahip, su anda klinik ¢alismalar altinda olan kii¢iik molekiillerdir (Espona-Fiedler ve
digerleri, 2012). OBX, GeminX Pharmaceuticals (yakin zamanda Cephalon tarafindan
satin alindi1) tarafindan gelistirilen ve BH3 mimetik bir ila¢ olarak tanimlanmis olan
sentetik bir indolilprodigiosin tiirevidir (Nguyen ve digerleri, 2007). OBX, su anda
pankreas kanserinin tedavisi i¢in preklinik ¢alismalar altindadir. Ayrica, 16semi, lenfoma
ve solid timdr maligniteleri ile ilgili faz I/ II klinik ¢aligmalarindadir (Kumar ve Kumar,
2015).
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3.MATERYAL METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Cahismada kullanilan bakteriler

Bu calismada pigment ireten suslar secilmistir. Kullanilan bakteri tiirlerinden P.
aeruginosa MB713 susu Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Kiiltiir
Koleksiyonu’ndan, S. marcescens MB703 susu ise, Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi

Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji Anabilim Dali’ndan temin edilmistir.

Resim 3.1. Calismada kullanilan bakterilerin 1sik mikroskobu goriintiileri (100X). S.
marcescens MB703 (A) P. aeruginosa MB713 (B)

3.1.2. Bakterilerin gelistirilmesinde ve saflik kontrollerinde kullanilan besi ortamlari

Calismada kullanilan P. aeruginosa MB713 ve S. marcescens MB703 suslarinin
gelistirilmesinde Nutrient Broth (NB; 10 g pepton, 10 g et 6ziti, 5 g NaCl (sodyum
kloriir), 1000 mL distile su, pH 7,0+0,2) ve Nutrient Agar (NA; 10 g pepton, 10 g et oziiti,
5 g NaCl, 15 g agar, 1000 mL distile su, pH 7,0+0,2) besiyerleri kullanilmistir. Belirtilen
miktarlarda maddeler tartilip, bir miktar distile su ile manyetik karigtiricida, homojen hale
gelinceye kadar karigtirilarak, son hacim 1000 mL olmak iizere pH’s1 7,0+0,2’ye
ayarlanmigtir. Hazirlanan besi ortamlar1 121°C’de 15 dk. otoklavda (Tomy-Sx 700E) steril

edilmistir.
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3.1.3. Bakterilerin pigment iiretiminde kullanilan besiyerleri
Calismada kullanilan P. aeruginosa MB713 susunun pigment tiretimini indiikleyen
besiyerini bulmak i¢in yapilan ¢alismalarda NB (SIGMA) ve Frank and DeMoss (1959)’un

besi ortam1 modifiye edilerek kullanilmigtir (Frank ve DeMoss, 1959). Kullanilan MFDM
(Modifiye Frank and De Moss) besi ortami igerigi Cizelge 3.1’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. P. aeruginosa MB713 pigment iiretimini arttirmak i¢in kullanilan MFDM besi

ortami
Maddeler Miktar (g/L)
L-Fenilalanin 10,0
K2HPO4 0,139
MgCl,.6H.0 4,06
K>S0, 14,2
FeCl; 0,1
NaCl 0,5
Gliserol 20,0 mL/L

Calismada kullanilan S. marcescens MB703 susunun pigment {iretimini indiikleyen
besiyerini bulmak i¢in yapilan calismalarda NB, %1 ve %2 oraninda gliserol ile

zenginlestirilmis NB ve NA kullanilmistir.

Her bir besiyeri i¢in yukarida belirtilen miktarlarda maddeler tartilip, bir miktar distile su
ile manyetik karigtiricida homojen hale gelinceye kadar karistirilmis ve son hacim 1000
mL olmak tizere pH’s1 7,0+0,2’ye ayarlanmistir. MFDM besi ortami i¢in pH 7,2+0,2’ye
ayarlanmigtir. Hazirlanan besiyerleri otoklavda, 121 °C’de 15 dk. steril edilmistir.
Calismalarda kullanilan serum fizyolojik (SF) ¢ozeltisi ise %0,875 oraninda NaCl’nin
tartilarak saf su igerisinde ¢ozdiiriilerek otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edilmesi ile elde

edilmistir.

3.1.4. Cahismada kullanilan hiicre hatlar

Calismada dort farkli hiicre hatt1 kullanilmistir. Kullanilan SHSY-5Y (insan néroblastoma

hiicresi) hiicre hatti Hacettepe Universitesi Biyokimya Anabilim Dali’nda Dog. Dr. Tuba
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Tiyli Kiigtikkiling’tan temin edilmistir. HT-29 (kolorektal adenokarsinoma hiicresi) hiicre
hatt1 ise ATCC® HTB-38™ kodlu hiicresidir. SK-MEL-30 (insan deri kanseri hiicresi)
hiicre hatt1 ve L1929 (fare fibroblast hiicresi) hiicre hattt SAP Enstitiisii'nden temin

edilmistir.
3.2. Mikroorganizmalarin Gelisme Ortamlar1 ve Aktiflestirilmesi

P. aeruginosa MB713 ve S. marcescens MB703 suslarinin gelistirilmesinde NB ve NA
besi ortamlar1 kullanilmistir. Suslar, NB igerisine %2 olacak sekilde ekilmistir. P.
aeruginosa MB713 susu, 37°C’de 150 rpm’de (Infors AG CH-4103 Bottmingen) 16-18
saat, S. marcescens MB703 susu ise, 28°C’de 150 rpm’de 24-48 saat gelistirilmis
(Raypa/Incuterm/Digit), gelistirilen kiiltiirler en az iki kez aktiflestirilmistir. Iki kez
aktiflestirilmis kiiltiirler, denemelere alinmadan 6nce canli bakteri sayimlari ve McFarland
(Biosan Den-1) ayarlamalari yapilmistir. Denemelere alinacak aktif bakterilerin optik
yogunluklar1 McFarland cihazinda 8 (canlilik ~10® kob/mL)’e ayarlanarak, ¢alismalara

alimmustir.

Resim 3.2. A. Nutrient Agar besi ortaminda 37°C P. aeruginosa MB713 susunun tek
koloni ekimi B. Nutrient Agar besi ortaminda 28°C’de S. marcescens MB703
susunun tek koloni ekimi
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3.2.1. Bakterilerin McFarland ayarlamasi ve canh hiicre sayimlari

McFarland ayarlamasi

Calismada kullanilan bakterilerin optik yogunluklarimi ayarlamak amaciyla, bakteri suslar
5 mL besiyerinde 2 kez aktiflestirilmistir. Sonrasinda 4000 rpm’de santrifiij edilerek
siipernatant atilmis ve pellet 5 mL steril SF ile ¢oziilerek tekrar santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasinda siipernatant atilmis ve bu sayede aktif bakteri kiiltiiriinlin besiyerinden
arindirilmasi saglanmistir. Bu sekilde SF ile yikama islemi 2 kez gerceklestirilmis ve
bakteri pelleti elde edilmistir. Optik yogunlugun ayarlanmasinda igerisinde steril 5 ml SF
bulunan cam tiipler kullanilmistir. Oncelikle McFarland densitometre cihazinda bu tiiplerin
okuma islemi yapilmis ve sonrasinda okunan deger iizerine bakterilerin yogunluklar1 8
olacak sekilde bakteri eklenmistir. Optik yogunlugu 8’e ayarlanmig bakteriler canli hiicre

sayiminin yapilabilmesi i¢in asagida da anlatildig: sekilde kati besi ortamlarina ekilmistir.

Canl1 hiicre sayimi1 ve hesaplamasi

McFarland densitometre cihazinda optik yogunluklari ayarlanmis olan bakteriler, seri
dilisyon yontemiyle diliie edilmistir. Elde edilen 6 farkli diliisyonun her birinden 100 pL
alinarak, Bolim 3.2’de verilen uygun kati besi ortamlarina drigalski ile yayma ekim
yapitlmistir. Calismalar 3 paralelli olacak sekilde yiiriitiilmiistir. 37°C’de 18-24 saat
inkiibasyona birakilan petri kutularinda olusan koloniler sayilarak orneklerde canh
mikroorganizma sayilar1 belirlenmistir (Giirgiin ve Halkman, 1990). Her bakteri icin 108
kob/mL canli yogunlugunu veren dalga boyu bu sekilde belirlenmis olup tez siiresince
yapilan biitiin ¢aligmalarda her bakteri susu i¢in belirlenen optik yogunluklara gére deney

caligmalar sitirdliriilmistiir.

3.2.2. Mikroorganizmalarin muhafazasi

Bu tez calismasinda kullanilan bakterilerin kiiltiir stoklar1 gliserol i¢inde -80°C’de derin
dondurucuda, bakterilere ait ana stoklar ise liyofilize edilerek +4°C’de muhafaza

edilmistir. Bu iki muhafaza yontemine iliskin metotlar agsagida verilmistir.
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Gliserol icerisinde muhafaza

2 mL’lik agz1 kapakli cryo tiiplere 900 uL gliserol konularak, otoklavda 121°C’de 15 dk.
steril edilmistir. Gliserol igeren steril cryo tiiplere 900 uL aktif kiiltiir steril kosullarda ilave
edilerek, bakteri suslar1 -80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Muhafazaya
alinan stoklar ii¢ ayda bir yenilenmistir (Strasser, Neureiter, Geppl, Braun ve Danner,
2009).

Liyofilizasyon yontemi ile muhafaza

Bakterilerin liyofilizasyon yontemi ile muhafazasi literatiirdeki metotlar modifiye edilerek
uygulanmistir (De Valdez, De Giori, De Ruiz Holgado ve Oliver, 1985; Cody ve digerleri,
2008). Aktiflestirilen kiiltiirlerden kati besi ortamina ekim yapilmis ve P. aeruginosa
MB713 susunun ekildigi petriler 37°C’de 18 saat, S. marcescens MB703 susunun ekildigi
petriler ise 28°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Olusan koloniler, i¢erisinde 750 uL
steril serum fizyolojik bulunan ependorflara aktarilarak (yaklasik 50-60 koloni), pipetle
homojenize edilmistir. Iginde 750 uL steril Skimmed Milk Broth (LAB) bulunan vialler
icerisine, bakteri siispansiyonundan 250 pL aktarilmistir. Vialler -80°C’ye alinarak, 1 gece
bekletilmis ve ertesi giin liyofilizator cihazinda (Christ alpha 2-4 LD plus) liyofilize

islemine gecilmistir.

3.2.3. 16S rRNA gen bolgesine gore molekiiler tanimlama

Calismada kullanilan P. aeruginosa MB713 susunun dogrulama tanimlamasinda 16S
rRNA gen bolgesi, universal primer olan 27F (5° AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3°) ve
1492R (5 GGTTACCTTACGACTT 3") primerleri ile ¢ogaltilmis, dizileme analizi sonrasi
NCBI (National Center for Biotechnology Information) Gen Bankasi’nda, Blast (Basic
Local Alignment Search Tool) programina gore yapilmistir (Albertsen, Karst, Ziegler,
Kirkegaard ve Nielsen, 2015). Gen dizisinin S. marcescens’e %98 benzerlik gosterdigi
tespit edilmistir (Accession Number: KY087984.1). S. marcescens MB703 susunun
tanimlamas1 ise, Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji

Anabilim Dali’ndan Aras. Gor. Gozde KOSARSOY AGCELI tarafindan yaptirilmistir.
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3.3. Pigmentlerin Kismi Saflastirmasi
Calismada, bakterilerden elde edilen piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin diger
caligmalarda kullanimi ve karakterizasyonu i¢in pigmentler kimyasal maddeler kullanilarak

kismi olarak saflastirilmistir ve saflagtirllma asamasinda uygulanan yontemler asagida

belirtilmistir.

Piyosiyanin pigmentinin kismi saflastirmasi

Bu c¢alismada NB besiyerinde aktiflestirilen P. aeruginosa MB713 susunun aktif
kiiltiirlerinin optik yogunluklart McFarland cihazinda 8’e ayarlanarak, MFDM besiyerine
%2 oraninda agilanmis ve 6 giin 30°C’de 150 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. 6 giin
inkiibasyonun ardindan etiivden alinan kiiltir 4200 rpm’de 25 dk. santrifiij edilmistir.
Pellet atilmis, siipernatant 0,45 um milipore filtreden gecirilmistir. Filtreden gegirilen
slipernatanta, 1:2 oraninda kloroform (Merck) eklenmis ve karanlikta 2 saat beklemeye
alimmistir. Olusan 2 fazdan piyosiyanin iceren alttaki mavi kloroform fazi alinarak %20
oraninda %37 safliktaki 0,2 M HCI (Merck) ile muamele edilmistir. Asitle muamele islemi
sonucunda, tistte piyosiyanin pigmentinin toplandigi kirmizi bir faz elde edilmistir. Bu faz
toplanmig ve mavi renge donene kadar, 0,4 M Borat-NaOH tamponuyla (Ph 10)
karistirilmistir.  Bazik mavi ¢6zelti tekrar 1:2 oraninda kloroformla 2 saat muamele
edilerek, piyosiyanin pigmentinin saf halde elde edilmesi saglanmistir. Saf mavi renk elde
edildikten sonra, kloroform 45 °C’de, diisiik basingta donen evaporatorde (Heidolph,
Laborota 4000) ugurularak toz halinde piyosiyanin pigmenti elde edilmis (Alzahrani ve
Algahtani, 2016), piyosiyanin pigmentinin saflastirma asamasindaki goriintiileri Resim

3.3’°te verilmistir.
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Resim 3.3. Piyosiyanin pigmentinin eldesi A. Siipernatantin kloroform ile muamelesi
sonucunda olusan faz ayrimi B. Piyosiyanin pigmentinin bulundugu mavi
renkli kloroform fazi C. Piyosiyanin igeren kloroform fazinin evaporatérde
ucurularak toz haline getirilmis goriintiisii

Prodigiosin pigmentinin kismi saflastirmasi

Calismada kullanilan S. marcescens MB703 susu, NB besiyerinde 28°C’de 150 rpm’de 24
saat inkiibasyon ile aktiflestirilmis ve ardindan aktif kiiltlirlerin optik yogunluklar
McFarland cihazinda 8’e ayarlanmistir. Bu asamadan sonra yogunluklar1 ayarlanan bakteri
suslar1 NB besi ortamina %?2 oraninda asilanarak, 28°C’de 150 rpm’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda bakteri kiiltiirlerinden 100 pL aliarak, NA’a yayma ekim
yapilmis ve 5 giin 28°C’de inkiibasyona birakilmistir. 5 giin inkiibasyonun ardindan
petrilerden 1 g koloni toplanarak, %96’lik 20 mL etanolde (Merck) sonikatorle renksiz
pellet elde edilene kadar ¢ozdiiriilmiistiir. Pembe renkli etanol-6rnek ¢ozeltisi +4°C’de
10.000 rpm’de 20 dk. santrifiij edilmistir. Renksiz pellet atilarak, siipernatant 45°C’de
diisiik basingta donen evaporatorde (Heidolph, Laborota 4000) ugurulmustur (Xu, Xia ve
Yang, 2011). Pigmentin evaporatorle c¢oziiciden uzaklagtirilmig hali Resim 3.4’de

verilmigtir.
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Resim 3.4. Prodigiosin pigmentinin evaporatdorde ucurularak toz haline getirilmis
goruntisu

3.3.1. Piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin miktarlarimin belirlenmesi

Piyosiyanin pigmentinin miktar tayini

MFDM besiyerine ekilmis P. aeruginosa MB713 susunun iirettigi piyosiyanin pigmentinin
miktarlar1 1-7 giin inkiibasyon siiresince spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir. Bu ¢alisma
sonunda, P. aeruginosa MB713 susunun piyosiyanini maksimum miktarda irettigi
inkiibasyon siiresi ve bundan sonraki piyosiyanin pigmenti ile ilgili ¢aligmalarda bu
inkiibasyon siiresi kullanilacaktir. Bakteri susunun, pigmenti maksimum verimde, 6 giinliik
inkiibasyonda firettigi tespit edilmistir. 1-7 giin inkiibasyon siiresi sonunda pigment
saflastirlmistir. ki kez aktiflestirilmis kiiltiir (McFarland 8), 50 mL MFDM besiyerine
ekilerek, 1-7 giin 30°C’de 150 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin
ardindan 5 mL kiiltiir 6rnegi 4200 rpm de 25 dk. santrifiij (Niive) edilmis ve 0,45 um
milipore filtreden gegirilerek, 1:2 oraninda kloroform ile 2 saat muamele edilmistir.
Kloroform ile muamelenin ardindan, %20 oraninda, %37 saflikta 0,2 M HCI ile karistirilan
kloroform fazinin {ist kisimda kirmizi renkte olusan {ist faz alinarak (Resim 3.6), 520
nm’de spektrofotometre (Hitachi) ile optik yogunlugu 6l¢iilmiis, asagida verilen formiile
gbre piyosiyanin pigmentinin miktari pg/mL olarak hesaplanmistir (Alzahrani ve
Algahtani, 2016; Abo-Zaid, Wagih, Matar, Ashmawy ve Hafez, 2015; El-Fouly, Sharaf,
Shahin, El-Bialy ve Omara, 2015).
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Piyosiyanin pg/mL = ODs20x17,072
ODsy0: Piyosiyanin pigmentinin toplandigi asidik kirmizi fazin 520 nm’deki degeri

17,072: Katsay1 (Alzahrani ve Algahtani, 2016)

Resim 3.5. Piyosiyanin pigmentinin miktar tayinindeki fazlar. A. Piyosiyanin pigmentinin
kloroformla muamele edilmis kiiltir ortami B. Piyosiyanin pigmentinin
toplandig: asidik kirmiz1 faz

Prodigiosin pigmentinin miktar tayini

McFarland cihazinda optik yogunlugu 8’e¢ ayarlanan S. marcescens MB703 susu NB
besiyerine ekilerek 150 rpm’de 28°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Bu sekilde
aktiflesirilen bakteriler NA’a yayma ekim yapilarak, 7 giin 28°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda olusan koloniler, 1 g olacak sekilde toplanmis ve
20’ser mL etanol igerisine alinarak ¢oziilmiistiir. Sonrasinda 10 dk. sonikatorle pellet
renksizlesene kadar muamele edilmistir. Elde edilen pembe renkli etanol ¢ozeltisi 10.000
rpm’de 20 dk. +4°C’ de santrifiij edilmis ve 0,45 pm milipore filtreden gegirilmistir.
Filtrasyon sonrast 1 M HCI’den %10 oraninda eklenerek asitle muamele edilen filtrat,
litredeki prodigiosin miktar1 miligram cinsinden Sekil 3.1°de verilen standarda gore

hesaplanmistir (EImenshawey, Abdelrazak, Mowafey ve Osman, 2017).
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3.3.2. Prodigiosin standardi hazirlanmasi

Prodigiosin miktarinin mg/mL olarak hesaplanabilmesi amaciyla prodigiosin standardi
hazirlanmistir. Bu standart, 0,8-2,4 mg/L arasinda degisen oranlarda prodigiosin eklenen
%090’lik etanol-su (pH 3,0) ¢ozeltisi igerisinde hazirlanmistir (Resim 3.5). Elde edilen
pigment cozeltileri, mikrokiivetlere alinarak spektrofotometrede 535 nm’de absorbans
degerleri Olcililmiis, bu degerlere gore grafik olusturularak formiil elde edilmistir (Sekil
3.1). Prodigiosinin okunan absorbans degerleri kullanilarak pigment miktari standart
formiile (y = 0,11x - 0,04) gére mg/mL olarak hesaplanmistir (Gong, Ren, Fu, Li ve
Zhang, 2017; Heinemann, Howard ve Palocz, 1970).

Resim 3.6. Etanol-su ¢ozeltisi ile prodigiosinin konsantrasyona bagli olugan renk skalasi

PRODIGIOSIN STANDARDI

| 0,11 - 0,04
0,5' y:21_ X -0,
£ 04 R2=0,99
5 03 -
A 0,2
@) 0,1 -
0 T T T T 1

08 12 1,6 2 2,4

Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 3.1. Prodigiosin standart egrisi
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3.4. TLC (Thin Layer Chromotography) ile Piyosiyanin ve Prosigiosin Pigmentlerinin
Saflik Kontrolleri

3.4.1. Piyosiyanin pigmentinin ince kolon kromotografisi (TLC)

Fermentasyon siiresi sonunda besi ortami 5000 rpm’de 10 dk. 4°C’de santriifiij edilmistir.
Hiicresiz silipernatant ayirma hunisine alinmis ve lizerine 1:1 oraninda kloroform ilave
edilmistir. Calkalamadan sonra alt renkli kloroform fazi ayr1 behere alinmis ve islem 3 kez
tekrarlanmistir. Ince tabaka kromatografisinde yiiriitiicii olarak kloroform kullanilmistir.

TLC’den mavi renkli tabaka kazinmis ve metanolde ¢6ziinmiistiir (Cheluvappa, 2014).

Rf degeri (yiiriime hiz1) : 0,7

3.4.2. Prodigiosin pigmentinin ince kolon kromotografisi (TLC)

Fermentasyon siiresi sonunda besi ortami 5000 rpm’de 10 dakika 4°C’de santriifii
edilmigtir. Hiicresiz siipernatant uzaklastirilmis ve altta kalan biyomas iizerine methanol
(veya etanol/aseton) ilave edilmistir. Karisim hizlica galkalandiktan sonra 60°C su
banyosunda 5 dk. bekletilmistir. Siire sonunda karisim 5000 rpm’de 10 dakika 4°C’de
santriifiij edilmis ve bu islem biyomaslarin renksiz hale gelinceye kadar tekrarlanmistir.
Elde edilen pigment ¢ozeltisi TLC sisteminde butanol:hekzan (2:1) yiiriitiicii olarak
kullanilmigtir (Patil, Patil, Salunke ve Salunkhe, 2011). Pigment yiiriiticti sisteminden

kazinmis ve metanolde ¢oziinerek elde edilmistir.

Rf degeri (yiirtime hiz1) : 0,9

3.5. Piyosiyanin ve Prodigiosin Pigmentlerin Karakterizasyonu

Pigmentlerin karakterizasyonu amaci ile UV-Visible spektrofotometresi, FT-IR (Fouirer
Transform Infrared Spektrofotometre) spektroskopisi ve GC-MS (Gaz Kromatografisi-
Kiitle Spektrometresi) analizleri yapilmistir. UV-visible spektrofotometresi ile
molekiillerin veya inorganik iyon ve komplekslerin oGl¢limiiniin yapilmasi, FT-IR
spektroskopisi ile molekiiler bag karakterizasyonu yapilarak, organik bilesiklerin

yapisindaki fonksiyonel gruplarin ve yapidaki baglarin ortaya konmasi, GC-MS ile, gaz
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kromatografi kolonunda ayrilan maddelerin teshisi, tayini, yap1 analizi ve bu maddelerin

kiitlelerine gore belirlenmesi amaglanmustir.

3.5.1. Spektrofotometrik analiz

Kuru halde bulunan piyosiyanin ve prodigiosin  pigmentlerinin  UV-Visible
spektrofotometik analizi, Diizce Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar
Uygulama ve Arastirma Merkezi (DUBIT) ne hizmet alimi seklinde yaptirilmistir. Pigment
ornekleri, etanol ve su igerisinde ¢ozdiiriilerek 200-800 nm araligindaki Shimadzu UV-
1800 spektrofotometre kullanilarak, pigmentlerin maksimum absorbsiyonu oOl¢tilmiistiir

(Suryawanshi ve digerleri, 2014).

3.5.2. FT-IR ile analiz

Piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin  FT-IR  (Fourier transform infrared
spectrophotometer) spektrofotometre analizi, Diizce Universitesi Bilimsel ve Teknolojik
Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi (DUBIT)’ne hizmet alimi seklinde
yaptirilmis ve analizde Shimadzu IR prestige 21 cihazi kullanilmistir. Analiz, Suryawanshi
ve digerleri (2014)’nin kullanmis olduklar1 metot modifiye edilerek gerceklestirilmis ve

3500 ile 750 cm™ nm dalga boyu arasinda tarama yapilmustir.

3.5.3. GC-MS ile analiz

Piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin bilesik igerik analizlerinin gaz kromatografisi-
kiitle spektrometresi (GC-MS) ile tayini, Ankara Univesitesi Eczacilik Fakiiltesi’ne hizmet
alim1 seklinde yaptirilmig ve analizde Agilent GC-MSD 5975C Inert MSD with Triple-axis

detector cihazi kullanilmistir.

GC-MS analizi 100 mg pigment 6rnegi 1 mL etanolde ¢ozdiiriilerek hazirlanan standarda
gore yapilmistir. Sicaklik kosullar1 séyledir: Baslangig sicakligr 65°C'dir. Dakikada 6°C’lik
bir artis hiz1 ile 65°C’den 250°C'ye ¢ikartilmistir. 30 dakika 250°C'de bekletilmistir.
Enjektor sicakligi 220°C’dir ve helyum, 1,5 mL/dk.’lik bir akis hizinda tasitici gaz olarak
kullanilmistir. Analizde HP-INNOWAX MS kolonu (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)
kullanilmistir. Bilesikler, kiitle spektrum kiitiiphanesi (WILEY7 ve NIST) veri tabaninin
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standart referans spektrumlariyla karsilagtirarak tanimlanmistir (Abdul-Hussein ve Atia,
2016).

3.6. Piyosiyanin ve Prodigiosin Pigmentlerinin Biyolojik Etkinlik Testleri

3.6.1. Calismalarda kullanilan hiicre hatlari, hiicrelerin gelistirilmesi ve muhafazasi

Calismada kullanilan piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin norolojik hasara veya
Alzheimer Hastaligi’na karsi koruyucu etkisine bakmak igin Hacettepe Universitesi
Biyokimya Anabilim Dali’nda Dog¢. Dr. Tuba Tiylii Kiiciikkiling’tan temin edilen insan
noroblastoma hiicresi (SHSY-5Y), antiproliferatif etkisine bakmak i¢in ATCC® HTB-38™
kodlu insan kolon kanseri hiicresi (HT-29) ve SAP Enstitiisii’nden alinan insan deri kanseri
hiicresi (SK-MEL-30), deri hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisini ve bu pigmentlerin
tekstil driinlerinde kullanimi durumunda deride toksik etkilerinin olup olmadiginin
belirlenmesi ve toksik etkileri varsa toksik olmayan konsantrasyonlarinin belirlenmesi
amaciyla SAP Enstitiisi’nden temin edilen saglikli fare derisi hiicresi (L929)

kullanilmastir.

SHSY-5Y ve HT-29 hiicre hatlarinin gelistirilmesi ve ortam kosullari

Calismada kullanilan insan noéroblastoma hiicresi (SHSY-5Y) ve insan kolorektal
adenokarsinoma kanser hiicresi (HT-29), Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
(SIGMA) (Invitrogen) igerisine %10 fetal bovin serumu (FBS, SIGMA), %1 L-Glutamin
(SIGMA), %1 antibiyotik (penisilin/streptomisin, SIGMA) ve %40 MCDB-201 (SIGMA)
katilarak hazirlanmis besi ortamn icerisindeki flasklarda, 37°'C’de %5 COz bulunan
inkiibatorde (Sanyo) 18 saat inkiibasyona birakilarak gelistirilmistir. Hiicre besi ortami iki
giinde bir degistirilerek, hiicrenin gelisimi izlenmistir. Flasklarda %90’a yakin yayilma
gosteren hiicreler Tripsin/EDTA (%0,2 / %0,04) (Invitrogen/GIBCO) ile kaldirilarak tripan
mavisi testi ile sayilmistir. Hiicre sayimi thoma lami (hemositometre) adi verilen 1 mm?
alana ve 0,1 mm derinlige sahip 4x16 kiigiik kareden olusan 06zel sayim lamlart
kullanilarak 151k mikroskobunda gerceklestirilmistir. Hiicre siispansiyonun mililitresindeki
toplam hiicre sayisini1 hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanilmistir. Caligmanin amacina

gore belirli sayida hiicre, 96’lik plaklara (10* hiicre/kuyu) ve 6’hik plaklara (10°
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hiicre/kuyu) aktarilarak 37°'C’de, %5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakilmistir

(Hadjiakhoondi ve digerleri, 2013) .

Toplam hiicre sayist/mL = Sayim sonucu x Seyreltme faktorii x 10% X Besiyeri miktart
(mL)

L929 ve SK-MEL-30 hiicre hattinin gelistirilmesi gelistirilmesi ve ortam kosullari

Calismada kullanilan fare fibroblast hiicresi (L929) i¢cin, DMEM igerisine %10 FBS ve %1
antibiyotik (penisilin/streptomisin) katilarak, besi ortam1 hazirlanirken, SK-MEL-30 hiicre
hattt igin ise, L1929 hiicre hatti besi ortamina %1 nonessential amonoasit (SIGMA)
katilarak besi ortamlari hazirlanmistir. Uygun hiicreler, flasklarda 37°C’de, %5 CO:
bulunan etiivde, 18 saat inkiibasyona birakilarak gelistirilmistir. Hiicre besi ortami iki
giinde bir degistirilerek hiicrelerin gelisimi izlenmistir. Flasklarda %90’a yakin yayilma
gosteren hiicreler Tripsin/EDTA (%0,2 / %0,04) ile kaldirilarak, yukarida verildigi gibi
hiicre sayimlart medium ortaminda yapilmis ve calismanin amacina gore belirli sayida
hiicre, 96’lik plaklara (10* hiicre/kuyu) ve 6’lik plaklara (10° hiicre/kuyu) aktarilarak
calismaya alinmistir (Athira ve Jyothi, 2015; Szatrowski ve Natan, 1991).

Hiicre hattinin muhafaza edilmesi

Tim hiicreler, hiicre mediumuna %1 dimetil siilfoksit (DMSO) (K44917943 346-
Millipore, ABD) eklenerek hazirlanmig ve 0,22 um filtreden gegirilerek besi ortamina
ekilmistir. Sonrasinda 1 giin -80°C’de bekletilerek, sivi nitrojen tankina (Cryogenics)

alimmuis ve bu sekilde muhafaza edilmistir.

3.6.2. Piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin SHSY-5Y ve 1929 hiicre hatlarinda
sitotoksik, SK-MEL-30 ve HT-29 hiicre hatlarinda ise antiproliferatif
etkilerinin belirlenmesi

Bu calismada, pigmentlerin farkli konsantrasyonlarda, SHSY-5Y ve L929 hiicrelerinde
sitotoksik, SK-MEL-30 ve HT-29 hiicrelerinde de antiproliferatif etkileri olup olmadiginin
belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica, bir diger amag ise, toksisitede toksik etki belirlenirse
toksik olmayan (veya diisiik diizeyde toksik olan), antiproliferatif etkinin belirlendigi
caligmalarda da yliksek antiprolieratif etkinin tespit edildigi uygulama kosullarinin ortaya

konmasidir.
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MTT testi ile hiicre canliligimin ve antiprolieratif etkinin belirlenmesi

Calismada, uygulama yapilan hiicrelerin canliligi  3-(4,5-Dimetilthiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum bromid (MTT) testi ile belirlenmistir. Hiicre canliliginin,
sitotoksisitenin ve antiproliferatif etkinin kolorimetrik 6l¢iimiine dayanan MTT testi, canli
hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan mitokondriyal dehidrojenaz enzimleri, tetrazolium
tuzu olan MTT’yi pargalayarak formazan kristalleri formuna doniistiirmesi esasina
dayanmaktadir. Bu kristaller DMSO ile ¢6ziildiigiinde meydana gelen mor renkli ¢6zeltinin
spektrofotometrik 6l¢imii yapilir. MTT, sadece canli hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan
aktif enzimler ile parcalanacagi igin, bulunan absorbans degerleri canli hiicre oranlari
hakkinda bilgi vermektedir (Freimoser, Jakob, Aebi ve Tuor, 1999). MTT testi, Dai ve
digerleri (2018) tarafindan kullanilan metotta miktar degisikligi yapilarak ¢alisilmistir.

Hiicreler, 1x10* hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyulu plaklara ekildikten sonra plakalara
yapismalar1 igin 18 saat 37°C’de, %5 CO2’li etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda kuyulardaki hiicrelere, hiicre besiyeri iginde ¢oziinerek 10-100 uM derisimlerde
ayarlanmig 200 pL hacimde piyosiyanin ve prodigiosin pigmentleri uygulanmis ve
37°C’de, %5 CO’li etiivde 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Kontrol olarak uygulama
yapilmamis hiicre hatlar1 kullanilmistir. Inkiibasyondan sonra MTT (SIGMA) ¢alismasi
yapilmistir. Bu metoda gore, 20 uL MTT soliisyonu (5 mg/mL, PBS i¢inde) (SIGMA),
hiicrelerin bulundugu kuyulara eklenmis ve 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda kuyular bosaltilip 200 pL. DMSO eklenerek 30 dk. karanlikta bekletilmistir. Optik
yogunluk, 570 nm’de ELISA mikroplaka okuyucuda (Epoch BioTech) kolorimetrik olarak
Olciilmiis, hiicre kiiltiirii kontrol grubunda &lgiilen absorbans degeri % 100 canli olarak kabul
edilmis ve diger hiicre gruplarindaki ylizde canliliklar da bu degerden hareketle asagidaki
formiile goére hesaplanmistir (Kim ve digerleri, 2006). ABD’deki NCI bitki tarama
programina gore, ham ekstraktin genellikle in vitro sitotoksik aktivitesi, 1Cso degeri < 20
pg/mL olarak dikkate alinmaktadir. Bir ekstraktin ICso degerinin < 20 pg/mL olmasi, o
ekstraktin herhangi bir hiicre hattina karsi yiiksek sitotoksik etkiye sahip oldugunu

gostermektedir (Sriwiriyajan, Ninpesh, Sukpondma, Nasomyon ve Graidist, 2014).

% Canlilik = [(A1/ A2 )x 100]
Al= Ornek ¢ozeltilerinin 570 nm dalga boyundaki absorbansi
A2= Kontrol ¢ozeltilerinin 570 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi
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3.6.3. Piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin in vitro ve hiicresel AChE inhibisyon
etkisinin belirlenmesi

Bu caligmada, Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarin belirteci olan AChE enzim
aktivitesinin artig1 lizerinde piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin baskilayici etkisinin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu ¢alisma iki farkli deneyle test edilmistir. Her iki pigmentin
AChE etkisi Ellman yontemine gore in vitro olarak test edilmistir. Ayrica, SHSY-5Y
hiicresinde H20: ile olusturulan oksidatif hasar modeli ile indiiklenen AChE enziminin,
piyosiyanin ve prodigiosin pigmentleri ile inhibisyon diizeyi hiicresel AChE inhibisyon

etki deneyi ile belirlenmistir.

1. Yontem: in vitro AChE inhibisyon etkisinin Ellman yontemi ile belirlenmesi

Enzim kaynagi olarak elektrikli yilan baligit AChE’si (SIGMA) kullanilirken, substrat
olarak asetilkolin iyodiir, renklendirici madde olarak ise 5,5’-Ditiyo-bis(2-nitrobenzoik)
asit (DTNB) kullanilmistir. 96 kuyucuklu mikroplakanin her birine 100 pL. 0,1 mM fosfat
tamponu (pH 7,0), 100’er puL 10, 25, 50, 75 ve 100 uM derisimlerdeki piyosiyanin ve
prodigiosin pigment ¢ozeltileri ve 20 pl. AChE ¢ozeltisi ilave edilip, mikroplakalar
25°C’de 15 dk. inkiibasyona birakilmistir. Kontrol olarak piyosiyanin ve prodigiosin
pigmentlerini igermeyen ¢oziicii kullanilmistir. 7,5 mg NaHCOs igeren 5 mL 0,1 M fosfat
tamponunun igerisinde 19,8 mg DTNB ¢ozdiiriilmiistiir. DTNB ¢6zeltisi 1/8 oraninda 0,1
M fosfat tamponu (pH 8,0) ile seyreltilmistir. Kuyulara, sulandirilan DTNB ¢6zeltisinden
50’ser uL eklenmistir. dH20 ile hazirlanmis 21,7 mg/mL asetilkolin iyodiir ¢ozeltisi, 1/40
oraninda 0,1 mM fosfat tamponu (pH 8) ile seyreltilmistir. Kuyulara, seyreltik asetilkolin
iyodiir ¢ozeltisinden 50’ser uL eklenerek tepkime baslatilmistir. Mikroplaka, 25°C’de,
karanlikta 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Asetilkolin iyodiir hidrolizi, DTNB’nin
thiokolinlerin reaksiyonu sonucu olusan sari renkli 5-thio-2-nitrobenzoat olusumundan
gozlenmistir. AChE enzim inhibisyonu, mikroplate okuyucuda (Epoch Take 3 Plate
reader) 412 nm dalga boyunda Olgiilen absorbans degerleriyle belirlenmis ve % AChE
inhibisyonu olarak asagidaki formiile gére hesaplanmistir (Ellman, Courtney, Andres Jr ve
Featherstone, 1961).

%AChE Inhibisyon= 1- [(A1/ A2 )x 100]
Al= Ornek ¢ozeltilerinin 412 nm dalga boyundaki absorbansi

A2= Kontrol ¢ozeltilerinin 412 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi
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2. Yontem: Pigmentlerin H2O> ile indiiklenmis hiicresel AChE inhibisyon etkisinin
belirlenmesi

Bu ¢alisma, 6n ¢alisma olarak yapilan in vitro AChE aktivitesi 6l¢timiiniin hiicre modeli
tizerinde ¢aligilarak daha dogru sonuglar elde etmek amaciyla yapilmistir. In vitro AChE
caligmasi laboratuvar kosullarinda gergeklestirilen ve birebir dogru veriler vermeyen bir
calisma oldugundan &tiirti, hiicresel AChE c¢alismasinda model hiicre olarak kullanilan
SHSY-5Y hiicresine yapilan uygulamalar, ¢evre kosullarindan etkilendigi i¢cin daha dogru

veriler elde etmemizi saglamaktadir.

Piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin H2O2’nin olusturdugu oksidatif hasara bagh
AChE enzim indiiklenmesine karsi koruyucu etkisini test etmek i¢in model hiicre olarak
noral kokenli olmasi nedeniyle SHSY-5Y hiicre hatti1 kullanilmigtir (Shipley, Mangold ve
Szpara, 2016). Bu c¢alismada, hiicrede 150 pM H20. uygulamasiyla oksidasyon modeli
olusturulmustur. Kuyulara 1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde hiicreler ekilmistir. Ekilen
hiicreler, kuyulara tutunmalari i¢in 37°C’de %5 CO2’li etiivde 18 saat inkiibasyona
birakilmistir.  Inkiibasyonun ardindan kontrol gruplari disindaki tiim kuyulara, hiicre
besiyeri ile hazirlanmig 2 mL 10-100 pM konsantrasyon araliginda pigment uygulanmustir.
Pigment uygulanan hiicreler 37°C’de %5 CO2’li etiivde 18 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda pigmentli besiyerleri uzaklastirilmis, SHSY-5Y hiicrelerine besiyeri
ile hazirlanmig 2 mL 150 uM H20: uygulanarak, uygulama yapilmis hiicreler tekrar
37°C’de, %5 CO2’li etiivde 18 saat inkiibe edilmistir. Uygulama gruplarinda toplam protein
izolasyonu yapilmig, daha sonra Ellman yontemi kullanilarak AChE seviyeleri
belirlenmistir. Bu ¢alismada iki kontrol grubu kullanilmustir. Ilk kontrol grubunda, yalnizca
hiicre besi ortaminda gelistirilmis hiicreler, ikinci kontrol grubunda ise, H2O2 uygulanmis
hiicre besi ortami igerisinde gelistirilmis hiicreler kullanilmigtir. Hiicreler, AChE
indiiklenmis hiicrelerde piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin koruyucu etkisinin
belirlenmesi i¢in bu sekilde hazirlanmistir. AChE inhibisyon orani, Ellman yontemine gore
412 nm dalga boyunda optik yogunluklari okunmus ve hesaplanmistir (Ellman, Courtney,
Andres ve Featherstone, 1961). Kontrole gore enzim inhibisyonu, % AChE inhibisyon

formiiliine gore hesaplanmistir (Schwartz, Blundon ve Adler, 2007).

%AChE Inhibisyon=1- [(A1 / A2 )x 100]
Al= Ornek ¢ozeltilerinin 412 nm dalga boyundaki absorbansi

A2= Kontrol ¢ozeltilerinin 412 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi
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3.6.4. Piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin SHSY-5Y hiicresinde H20: ile
olusturulan oksidatif hasarla lipid peroksidasyon iiriinii (Malondialdehit)
seviyesinin belirlenmesi

Calismada, oksidatif hasarla iliskili hiicre i¢i Serbest Oksijen Tiirleri’nin, hiicre membran
lipitlerini oksidasyona ugratarak lipitlerden, toksik bir {iriin olarak iiretilen malondialdehid
(MDA)’in miktar tespit edilmistir. Bu dogrultuda, SHSY-5Y hiicrelerine 150 uM H20>
uygulanarak, hiicrelerde oksidatif hasar olusturulmus ve hasara ugrayan hiicreler model
olarak kullanilmistir. Bu calismada, oksidatif hasar sonucu artan MDA olusumunun,
piyosiyanin ve prodigiosin tarafindan baskilanip baskilanmadiginin belirlenmesi
hedeflenmistir. Bu amagla, SHSY-5Y hiicreleri, 6 kuyucuklu plaklara 1x10° hiicre/kuyu
olacak sekilde ekilmistir. Hiicrelere 18 saat 10, 25, 50, 75 ve 100 pM pigment
uygulamasinin ardindan 150 uM H:0: iceren besiyeri 18 saat uygulanmistir. Uygulama
yapilmamis SHSY-5Y hiicre grubu kontrol olarak ¢alisma gruplarina dahil edilmistir.
Oksidatif hasar yaratilarak olusturulan model hiicre grubundaki MDA miktar1 kontrol
grubuna gore hesaplanmistir. Pigment uygulanmis gruplardaki MDA miktarlar1 ise model
hiicre grubuna gore hesaplanmistir. Uygulamanin sonunda hiicrelerdeki MDA seviyesinin
belirlenmesi, MDA (Malondialdehyde) ELISA Kit (EU2577; FineTest; Cin) kullanilarak
tiretici firma talimatlar1 dogrultusunda yapilmistir Sonuglar, 450 nm’de ELISA’da okuma

yapilarak hesaplanmistir. Deney 3 parallelli ve 2 tekrarli olacak sekilde yapilmustir.

3.6.5. Piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin antioksidan etkilerinin belirlenmesi

Bu ¢alismada piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin hem antikanser hem de Alzheimer
gibi norodejeneratif hastaliklarda koruyucu ozellikleri bakimindan 6nemli olacak
antioksidan etkilerinin ortaya konulmasi amag¢lanmistir. Calismada her iki pigmentin (10-
100 uM) SOD ve CAT enzimleri lizerine etkisi kanser hiicrelerinden SK-MEL-30 ve HT-
29 hiicre hatlarinda, sinir hiicresi olarak da SHSY-5Y hiicre hattinda calisilmistir.
Hiicrelere, 10-100 puM piyosiyanin ve prodigiosin pigmentleri uygulanarak 18 saat
boyunca 37°C’de %5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan
pigmentli besiyerleri uzaklastirilmis, hiicrelere besiyeri ile hazirlanmis 2 mL 150 uM H20»
uygulanmis ve 37°C’de %5 CO’li etiivde 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Hicbir
uygulama yapilmamis Dbesiyeri ig¢inde gelistirilen hiicre kiiltirii kontrol olarak
kullanilmigtir. Hiicrelerden toplam protein elde edebilmek icin, uygulamalarin ardindan

hiicreler soguk 1xPBS ile yikanmistir. Biitiin PBS c¢ekildikten sonra 1 mL soguk ¢dzme
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tamponu, direk hiicrelerin iizerine uygulanmistir. Deneyler 3 parallelli ve 2 tekrarli olacak
sekilde yapilmistir. Farkli derisimlerdeki piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin SHSY -
5Y, SK-MEL-30 ve HT-29 hiicreleri lizerindeki antioksidan etkisinin belirlenmesi i¢in
SOD enzim aktivitesi Cayman Kits, USA # 706002 kiti kullanilarak 440-460 nm’de
mikroplate okuyucuda okunmus ve U/mL cinsinden hesaplanmistir. CAT enzim aktivitesi
ise, Cayman Kits, USA # 707002 kiti kullanilarak 540 nm’de mikroplate okuyucuda

okunmus ve umol/mL olarak hesaplanmistir (Saritas, Uyanik ve Hamurcu, 2011).

3.7. Elde Edilen Pigmentlerin Endiistriyel Uygulamalari

Gida uygulamalari

Bu c¢alismada, elde edilen piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin renk stabilitelerini
koruyup korumadigimi ve renklendirici olarak kullanildiginda gidaya rengini ne kadar
yogunlukta verebildiginin tespit edilmesi amaglanmistir.  Bu amag¢ dogrultusunda
piyosiyanin pigmenti i¢in 100 uM ve prodigiosin pigmenti i¢in 100 uM sulu ¢ozeltiler
hazirlanmistir. Renk stabilitesi ¢alismasi i¢in 5 mL’lik 100 uM piyosiyanin ve 100 uM
prodigiosin ¢o6zeltisine %3 agar eklenerek bu ¢ozeltiler 100 ve 121°C’de 15’er dk.

kaynatilmis ve oda sicakliginda katilagsmaya birakilmistir.

Gida uygulamalarinda degerlendirebilmek amaciyla ¢aligmada seker hamuru kullanilmigtir.
100, 1000 ve 2000 uM olmak iizere sulu gozeltileri hazirlanan prodigiosin pigmentinin her
¢ozeltisinden 0,5 ml alinarak, 3 gram olacak sekilde tartilmis olan seker hamurlarina ilave

edilmistir. Pigmentler esit oranda dagilana kadar seker hamurlari el ile yogurulmustur.

Kumas uygulamalari

Bu ¢alismada, elde edilen piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin, kumasta boyar madde
olarak kullaniminin arastirilmasi amag¢lanmistir. Calismada, Gulani, Bhattacharya ve Das
(2012)’nin  uyguladiklart metotta kullanilan ¢6ziici ve durulama ydntemlerinde
degisiklikler yapilarak metot modifiye edilmistir. Kullanilan piyosiyanin pigmenti 4000
uM ve prodigiosin pigmenti ise 100, 1000, 2000 ve 4000 uM derisimlerde sulu ¢ozelti
olarak hazirlanmig, 50 mL’lik falkonlara alinmistir. Boya tutuculugunun arttirilmasi i¢in

pigment cozeltilerine 2,5 g NaCl ilave edilmistir. Boya tutuculugunun daha iyi oldugu
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bilinen pamuklu kumaglardan 5x5°lik parcalar kesilerek, 50 mL’lik ¢6zeltilerin igerisinde
48 saat muamelenin ardindan, boyanmis olan kumaslar 30 saniye kadar %10’luk sirkeli
suda kaynatilmis, boyanin kumasa tutunmasi saglanmistir. Kaynatma isleminin ardindan

kumaslar oda sicakliginda kurumaya birakilmistir (Gulani, Bhattacharya ve Das, 2012).

Kozmetik uygulamasi

Bu calismada, elde edilen prodigiosin pigmentinin kozmetikte kullaniminin ortaya konmasi
amaglanmistir. Calismada kullanilan 2 mL prodigiosin pigmenti Shaikh (2016) metoduna

gore seffaf ojeye uygulanmaistir.

3.8. istatistiksel Analizler

Tiim c¢aligmalarda, her ¢aligma icin paralel sayisi degismekle birlikte bakteri gelisimi,
pigment liretimi ve pigment miktar tayini ¢aligmalar1 3 paralelli ve iki tekrarli, hiicre
caligmalari ise, 5 paralelli (bazi ¢alismalarda 9 paralelli)ve iki tekrarli olarak yapilmuistir.
Bu calismalardan elde edilen veriler, bu tekrarlarin ortalamasi, = SD (standart sapma)
seklinde verilmistir. Calisma sonuglart SPSS 16.0 programi kullanilarak, istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Farkli derisimlerdeki pigment uygulamalarinin gruplar arasindaki
sitotoksisite, antiproliferatif, AChE inhibisyon ve antioksidan etkileri arasindaki farklilik,
Tek Yonlii Anova (One Way ANOVA) Post Hoc Tukey HSD testi ile belirlenmistir. Tiim
deneylerde uygulama gruplarinin kontrol grubu ile arasindaki farklilik ve pigmentlerin
gruplar arasindaki sitotoksisite, antiproliferatif, AChE inhibisyon ve antioksidan etkileri
arasindaki farklilik t-testi ile analiz edilmistir. Istatistiksel olarak anlamlilik 0,95 6nem

diizeyinde, p<0,05 olarak kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Cahsmada Kullamilan Bakterilerin Gelisim Egrileri ve Suslarin Canhhk
Miktarlan

Bu calismada kullanilan P. aeruginosa MB713 ve S. marcescens MB703 suslarinin
oncelikle en iyi gelisim kosullar1 test edilmis ve bu kosullarda iirettigi pigmentlerin
miktarlarinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu ama¢ dogrultusunda, suslarin besi ortamlari
ve calkalamali-galkalamasiz kosullarda (P. aeruginosa MB713 susu i¢in) gelisim siireleri
belirlenmistir. Calismalar sonunda denenen kosullarda, spektrofotometrik olarak optik
yogunluklart ve kob/mL olarak canliliklar1 belirlenmis ve sonuglar grafik olarak

sunulmustur.

4.1.1. P. aeruginosa MB713 susunun farklh kosullarda gelisimleri ve canlhiliklari

Bu ¢alismada, P. aeruginosa MB713 susu, NB ve MFDM besi ortamlarinda ¢alkalamali
(150 rpm) ve ¢alkalamasiz etiivlerde 7 giin boyunca gelistirilmis, inkiibasyon siiresince her
glin bakteri yogunluklari (abs) olgiilmiis ve canliliklart (kob/mL) hesaplanmustir. P.
aeruginosa MB713 susunun, NB besi ortaminda en iyi gelisimi ¢alkalamali kosullarda 5.
giinde, MFDM besi ortaminda ise calkalamali kosullarda 6. glinde gosterdigi tespit
edilmistir. ki besi ortamu karsilastirildiginda, bakteri yogunlugu olarak P. aeruginosa
MB713 susunun en iyi gelisimi ¢alkalamali kosullarda, MFDM besi ortaminda ve 6 giinliik
inkiibasyonda gosterdigi belirlenmistir. Ayrica, MFDM besi ortaminda gelisimlerinin
NB’ye gore daha iyi oldugu dikkat ¢ekmistir. Tiim kosullarda P. aeruginosa MB713
susunun, kob/mL olarak olusturulan canlilik egrilerinde ise, MFDM besi ortaminda
calkalamali olarak 6 giinliikk inkiibasyon sonunda en iyi gelisimi gostermistir. Bu sonuglar,
hiicre yogunlugu (abs) ¢alismalarinda elde edilen sonuglari desteklemistir. Canlilik egrileri
caligmasindaki sonugclar, n:3’{lin ortalamasi seklinde +=SD olarak Sekil 4.3 ve Sekil 4.4°te
sunulmustur. Ayni kosullarda, canlilik artisina bagh olarak pigment iiretimlerinin de artis
gosterdigi, canlilik ve pigment iiretimi arasinda pozitif korelasyon oldugu goriilmiistiir
(Resim 4.1 ve Resim 4.2). MFDM besi ortaminda c¢alkalamanin, P. aeruginosa MB713
bakterisinin gelisimini anlamli diizeyde artirdigi istatistiksel analizlere gore (p<0,05)
ortaya konulmustur. Inkiibasyon siiresindeki artisin da bakteri gelisimini NB besi ortami

icin 5. gline, MFDM besi ortami icin ise 6. giine kadar anlamli olarak artirdig1 tespit
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edilmistir (p<0,05). Sonuglar, n:3’lin ortalamas1 ve +SD olarak, Sekil 4.1 ve 4.2°de

sunulmustur.
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Sekil 4.1. P. aeruginosa MB713 susunun ¢alkalamali ve ¢alkalamasiz kosullarda, 1-7 giin
inkiibasyonda MFDM besi ortaminda gelisiminin optik yogunlugu
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Sekil 4.2. P. aeruginosa MB713 susunun ¢alkalamali ve ¢alkalamasiz kosullarda, 1-7 giin
inkiibasyonda NB besi ortaminda gelisiminin optik yogunlugu
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Sekil 4.3. P. aeruginosa MB713 susunun MFDM besi ortaminda, 1-7 giin inkiibasyon
stiresinde canlilik egrisi
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Sekil 4.4. P. aeruginosa MB713 susunun NB besi ortaminda, 1-7 giin inkiibasyon
stiresinde canlilik egrisi

Resim 4.1. P. aeruginosa’min MFDM besi ortaminda 1-7 giin inkiibasyon siiresinde
calkalamasiz (A) ve calkalamali (B) kosullarda gelisimi ve piyosiyanin
iiretimi
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Resim 4.2. P. aeruginosa MB713 susunun NB besiyerinde 1-7 giin inkiibasyon siiresinde
calkalamasiz (A) ve calkalamali (B) kosullardaki gelisimi ve piyosiyanin
iiretimi

4.1.2. S. marcescens MB703 farkh kosullarda gelisimleri ve canliliklar:

Bu calismada, S. marcescens MB703 susunun NB ve farkli oranlarda gliserol eklenmis
(%1 ve %2) NB besi ortaminda ¢alkalamali (150 rpm) olarak, 28°C’de 1-7 giin inkiibasyon
boyunca gelistirilmis, inkiibasyon siiresince her giin bakteri yogunluklari (abs) 6l¢iilmiis ve
canliliklar1 (kob/mL) hesaplanmistir. Kullanilan besi ortamlarinda S. marcescens MB703
susunun en iyi gelisimi, %2 gliserol igeren NB besiyerinde gosterdigi belirlenmistir.
Calismada kullanilan susun 7 giinlik inkiibasyon sonunda en iyi gelisimi NB besi
ortaminda 6. giinde, %1 gliserol iceren NB besi ortaminda 2. giinde ve %2 gliserol i¢eren
NB besi ortaminda ise 4. giinde gosterdigi tespit edilmistir. Bu sus icin Sekil 4.5
degerlendirildiginde, susun en iyi gelisimi her bir besi ortaminda farkli olmakla birlikte,
maksimum gelisimi %2 gliserol iceren NB besi ortaminda 4. giinde gosterdigi belirlenmis,
bu sonuglar Sekil 4.6’da verilen canlilik sayim1 sonuglari ile desteklenmistir. NB ve farkli
oranlarda gliserol iceren NB besi ortami g¢alismalarinda gliseroliin bakteri gelisimini
artirdigi dikkat ¢ekmistir (Resim 4.3). Sekil 4.6’da verilen canlilik sayimi sonuglarina
bakildiginda ise, veriler yogunluk Ol¢timleri ile paralellik gosterdigi dikkat ¢ekmistir.
Yapilan istatistiksel analizlere gore, NB ile yapilan gelisim c¢alismasinda eklenen

gliseroliin, gelisimi anlamli dlgiide artirdigi (p<0,05) istatistiksel olarak yapilan analizle
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olarak, Sekil 4.5 ve 4.6’da
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Sekil 4.5. S. marcescens MB703 susunun NB ve farkli oranlarda gliserol igeren NB besi
ortaminda, 1-7 giin inkiibasyon siiresinde gelisiminin optik yogunlugu
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Sekil 4.6. S. marcescens MB703 susunun NB ve farkli oranlarda gliserol igeren NB besi
ortamlarinda 1-7 giin inkiibasyon siiresinde canlilik egrisi
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Resim 4.3. S. marcescens MB703 susunun ve 1-7 giin inkiibasyon siiresinde %1 gliserol
iceren Nutrient Broth (A) ve %2 gliserol igeren Nutrient Broth (B) besi
ortaminda gelisimi

4.2. Cahymada Kullanilan Bakterilerin Pigment Uretim Egrileri

Bu ¢alismada, P. aeruginosa MB713 ve S. marcescens MB703 suslarinin farkli pigment
iiretimi i¢in uygun kosullarin belirlenmesi amaciyla, gelisme kosullarinda 6ne c¢ikan
sonuclar denenmistir. Bu dogrultuda maksimum pigment iiretimi saglayan kosullarin
belirlenmesi igin, besi ortami, inkiibasyon siiresi ve g¢alkalamali-¢alkalamasiz gelisme
ortamlar1 test edilmistir. P. aeruginosa MB713 susunun piyosiyanin iiretiminde
inkiibasyon siireleri, besi ortamlar1 ve ¢alkalamali/calkalamasiz kosullar denenmis,
piyosiyanin tretimi, spektrofotometrik olarak, 495 nm dalga boyunda 6l¢iilmiis, sonuglar
absorbans olarak verilmistir. S. marcescens MB703 susundan prodigiosin pigmenti
iiretiminde NB besi ortami, gliserol ile zenginlestirilmis NB besi ortami, NA besi ortami ve
inkiibasyon siireleri denenmis, prodigiosin iiretimi spektrofotometrede, 535 nm dalga
boyunda olgiilerek absorbans olarak belirlenmistir. Caligmalarin sonunda, en iyi pigment
iiretiminin goriildiigii kosullar belirlenmis ve bu kosullarda iiretilen pigmentler kismi

olarak saflagtirilarak, pigmentlerin miktarlar1 hesaplanmistir.
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4.2.1. P. aeruginosa MB713 susunun piyosiyanin pigmenti iiretimi

Bu ¢alismada, P. aeruginosa MB713 susunun NB besi ortaminda ve MFDM besi
ortaminda calkalamali (150 rpm) ve calkalamasiz olarak 1-7 giin inkiibasyon boyunca
iiremeye bagli pigment olusumu, spektrofotometrede absorbans olarak belirlenmistir. P.
aeruginosa MB713 susu, en iyi piyosiyanin iiretimini MFDM besi ortaminda, ¢alkalamali
kosullarda ve 6 giin inkiibasyon sonunda gostermistir. Resim 4.5’te, P. aeruginosa MB713
susunun, MFDM besi ortaminda, NB besi ortamina goére (Resim 4.4) piyosiyanin
pigmentini daha iyi irettigi ve en iyi pigment Uretiminin MFDM besi ortaminda,
calkalamali kosullarda oldugu gosterilmistir. MFDM besi ortaminda ¢alkalamanin
istatistiksel analizine gore P. areruginosa MB713 bakterisinin pigment tiretimi anlamli
diizeyde artirdig1 (p<0,05) ortaya konmustur. inkiibasyon siiresinin de pigment iiretimini
MFDM besi ortaminda 6. giine, NB besi ortaminda 5. giine kadar anlamli olarak artirdigi
istatistiksel olarak test edilmistir (p<0,05). Yapilan bakteriyel ¢aligmalarin sonucunda,
devam eden galismalarda pigment {iretiminin maksimum verimde elde edilmesinin 6nemli
olmasi nedeniyle, piyosiyanin iiretimi i¢cin MFDM besi ortaminin ve ¢alkalamali kosullarin
kullanilmast Ongoriilmiistiir. Sonuglar, n:3’lin ortalamas1 ve £SD olarak, Sekil 4.7 ve

4.8’de sunulmustur.
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Pigment iiretimi (OD o5 NM)

Sekil 4.7. P. aeruginosa MB713 susunun 1-7 giin inkiibasyon siiresinde, MFDM
besiyerinde calkalamali ve calkalamasiz kosullarda piyosiyanin pigmentinin
optik yogunlugu
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Sekil 4.8. P. aeruginosa MB713 susunun 1-7 giin inkiibasyon siiresinde, NB besi
ortaminda, c¢alkalamali ve galkalamasiz kosullarda piyosiyanin pigmentinin

optik yogunlugu

Resim 4.4. P. aeruginosa MB713 susunun, NB besiyerinde (calkalamasiz) piyosiyanin
iretimi

Resim 4.5. P. aeruginosa MB713 susunun MFDM besiyerinde c¢alkalamasiz (A) ve
calkalamal1 (B) ortamda piyosiyanin pigmenti {iretimi
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4.2.2. S. marcescens MB703 susunun prodigiosin pigmenti iiretimi

Bu ¢alismada, S. marcescens MB703 susunun NB besi ortaminda ¢alkalamali (150 rpm)
olarak 28°C’de, 7 giin inkiibasyon boyunca pigment liretim egrileri ¢ikarilmistir. Susun
gliserol igceren (%1 ve %?2) NB besi ortaminda biyomas: yiiksek yogunlukta olmasina
ragmen pigment liretimi gozlenmemis ve sekilleri olusturulamamigtir. Kullanilan besi
ortamlarinda S. marcescens MB703 susunun yalnmizca gliserol icermeyen NB besi
ortaminda gosterdigi tespit edilmistir. Calismada kullanilan susun 1-7 giin inkiibasyon
sonunda maksimum pigment iretimini NB besi ortaminda 6. giinde gosterdigi
belirlenmistir. Yapilan istatistiksel analizlere gore, inkiibasyon siiresinin pigment tiretimini
6. gline kadar anlamli diizeyde artirdigi (p<0,05) belirlenmistir. Sonuglar, n:3’iin

ortalamasi ve +£SD olarak, Sekil 4.9’da sunulmustur.
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Sekil 4.9. S. marcescens MB703 susunun 1-7 giin inkiibasyon siiresinde, NB besi
ortaminda prodigiosin pigmentinin optik yogunlugu

4.3. Piyosiyanin ve Prodigiosin Pigmentlerinin Miktarlarina Ait Bulgular

Calismamizda, P. aeruginosa MB713 susunun farkli besi ortami (MFDM ve NB) ve
calkalamali/galkalamasiz kosullarda iirettigi piyosiyanin pigmentinin miktari, kismi olarak
saflastirildiktan sonra belirlenmistir.  Ayni zamanda S. marcescens MB703 susunun
tirettigi prodigiosin pigmentinin NB’de maksimum siirede, NA’da ise 1-7 giin inkiibasyon
stiresinde pigment miktarlari, prodigiosin pigmenti kismi olarak saflastirildiktan sonra

tespit edilmistir. Piyosiyanin pigmentinin maksimum iiretiminin MFDM besi ortaminda ve
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calkalamali kosullarda gergeklestigi belirlenmistir (51 pg/mL). S. marcescens MB703
susunun inkiibasyon siirelerine gore, en iyi pigment {iretimi NA besi ortaminda 6. ve 7.
giinde tespit edilmistir (72 mg/L). Kat1 besi ortaminda, inkiibasyon siiresinin, pigment
miktarini etkiledigi ortaya konmustur (Resim 4.6). NA’dan koloni toplanarak elde elde
edilen prodigiosin pigment miktari, NB besi ortamindan elde edilen pigment miktarina
gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda ¢alkalama
kosullarinin piyosiyanin miktarimi arttirdigr p<0,05 anlamlilik diizeyinde tespit edilmistir.
Buna ek olarak agarda iiretilen bakterilerin inkiibasyon siirelerinin prodigiosin miktarini
anlamli diizeyde (p<0,05) arttirdig1 da istatistiksel testlerle ortaya konmustur. Sonuglar,

n:3’1lin ortalamasi ve +SD olarak, Cizelge 4.1, 4.2 ve 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.1. P. aeruginosa MB713 susunun, besi ortamina ve ¢alkalama kosullarina gore
pigment verim tablosu

Besiyeri Piyosiyanin Miktar1 (pug/mL)
NB? 10+0,4
NBP 23+0,8
MFDM ¢ 41+0,5
MFDM ¢ 51+0,7

2 Mikroorganizmanin NB besiyerinde ¢alkalamasiz inkiibatorde liretimi

b:Mikroorganizmanin NB besiyerinde 150 rpm devirde ¢alkalamali inkiibatérde iiretimi

¢: Mikroorganizmanin Modifiye Frank and De Moss besiyerinde ¢alkalamasiz inkiibatorde iiretimi

d: Mikroorganizmanm Modifiye Frank and De Moss besiyerinde 150 rpm devirde calkalamal: inkiibatérde
tiretimi

Cizelge 4.2. S. marcescens MB703 susunun, s1v1 ve kati besi ortamina gore pigment miktar
tablosu

Besiyeri Prodigiosin Miktar1 (mg/L)

Nutrient Broth 13+0,2

Nutrient Agar 72+0,5




61

Cizelge 4.3. S. marcescens MB703 susunun NA besi ortaminda, 1-7 giin iiretiminde
gilinlere gore prodigiosin pigmentinin miktar: (mg/L)

Giin Prodigiosin Miktar1 (mg/L)

1. 11+0,8

62+1,0
66+0,6
67+1,2
70+0,4
72+0,5
72+0,7

N o oA wN

Resim 4.6. S. marcescens MB703 susunun Nutrient Agar besi ortaminda, 1-7 giin
inkiibasyon stiresinde tirettigi pigmentin ¢ozeltileri

4.4, Pigmentlerin Icerik Analizlerine Ait Bulgular
4.4.1. Spektrofotometrik analiz

Piyosiyanin pigmenti

Kismi olarak saflastirilmis olan piyosiyanin pigmentinin UV-Visible spektrofotometrik
analizinde, saf su ve % 95’lik etanol olmak tiizere iki ayr1 ¢oziiciideki spektrofotometrik
gortintiisi Sekil 4.10 ve 4.11°de verilmektedir. Sekil 4.10°da verilen saf sudaki pigmentin
kirmiz1 okla gosterilen dalga boyunda verdigi pik ve Sekil 4.11°de etanoldeki pigmentin
kirmiz1 okla gosterilen dalga boyunda verdigi pik piyosiyanin varligini gostermektedir. Her
iki ¢oziicii i¢in de maksimum pik 300-400 nm araliginda goriilmektedir. Su i¢in maksimum

pik 300 nm olarak belirlenirken, etanol i¢in maksimum pik 370 nm olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.10. P. aeruginosa MB713 susundan izole edilen piyosiyanin pigmentinin, suda UV
absorbsiyon spektrum (nm) goriintiisii
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Sekil 4.11. P. aeruginosa MB713 susundan izole edilen piyosiyanin pigmentinin,
Etanol’de UV absorbsiyon spektrum (nm) goriintiisii

Prodigiosin pigmenti

Kismi olarak saflastirilmis olan prodigiosin pigmentinin UV-Visible spektrofotometrik
analizinde, saf su ve % 95’lik etanol olmak {iizere iki ayr1 ¢oziiciideki spektrofotometrik

goriintiisi Sekil 4.12 ve 4.13’te verilmektedir. Sekil 4.12°de verilen saf sudaki pigmentin
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kirmiz1 okla gosterilen dalga boyunda verdigi pik ve Sekil 4.13’te etanoldeki pigmentin
kirmiz1 okla gosterilen dalga boyunda verdigi pik prodigiosin varligin1 géstermektedir. Su
icin maksimum pik 500 ve 538 nm olarak belirlenirken, etanol i¢in maksimum pik 538 nm

olarak belirlenmistir. Bu pikler, prodigiosin bilesiginin varligimi gostermektedir.
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Sekil 4.12. S. marcescens MB703 susundan izole edilen, prodigiosin pigmentinin, suda
UV absorbsiyon spektrum (nm) goriintiisii
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Sekil 4.13. S.marcescens MB703 susundan izole edilen prodigiosin pigmentinin,
Etanol’de UV absorbsiyon spektrum (nm) goriintiisii

4.4.2. GC-MS analizi

P. aeruginosa MB713 susu tarafindan iiretilen piyosiyanin bilesiginin kiitle spektrum
analizi ile 1-hidroksifenazin (hemipiyosiyanin) olarak tanimlanan gaz kromatografik

analizinde 49 dk. boyunca Sekil 4.14’te gosterilen yapisi ile 196 m/Z'de yogun molekiiler
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iyon zirvesi veren keskin bir tepe noktas1 gostermistir. Ekstrede 196 m/Z'de goriilen pik
fenazin tlirevi olan hemipiyosiyanin varligmi gosterdiginden, analiz edilen bilesenin

piyosiyanin pigmenti oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.14. P. aeruginosa MB713 tarafindan iiretilen piyosiyaninn pigmentinin GC-MS
spektrumu

S. marcescens MB703 susu tarafindan iiretilen prodigiosin pigmentinin varligt GC-MS
analizi ile saptanamamis ancak, IR spektrumu ile varligi kanitlanmistir. Calismada

kullanilan GC-MS analiz kosullar1 degistirilerek denemeler yeniden yapilmalidir.

4.4.3. FT-IR analizi

Piyosiyanin pigmenti

P. aeruginosa MB713 susu tarafindan iiretilen pigmentin fonksiyonel gruplarinin (metil,

metilen, karbonil, aldehit, keton, amid, hidroksil gibi) belirlenmesi ve buna bagli olarak
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karakterizasyonu amaciyla FT-IR analizi yapilmistir. Yapilan FT-IR analizine ait sonuglar
Sekil 4.15’te yer almaktadir. Analizler 750-3500 cm™ araliginda ATR metodu ile
gerceklestirilmistir. 3462 cm™ 'deki tepe, O-H bagmin varligii, 2953 cm™ 'deki pik ise, C-
--H aromatik bagmin varligimi gostermektedir. 1602 cm™'de gosterilen tepe, C = N bagimni
temsil ederken, aromatik bir hidrokarbon olarak bilesik, aromatik halkadaki C-C
gericiliginin titresimleri nedeniyle 1500-1400 cm™ ve 1600-1585 cm™ bélgelerinde emilim
gostermisti. CHz varhginda 1380-1400cm™ ‘'deki alkil grubunun (metil) C-H bag:
gerilerek pik olusturmustur. 1301 cm™ 'deki tepe, C = O bagna karsilik gelmektedir.
Yapilan FT-IR spektrumu, molekiilde fenazin varligimi géstermistir. Bu analiz sonucunda,

aromatik halka i¢eren bu pigmentin piyosiyanin pigmenti oldugu dogrulanmistir.
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Sekil 4.15. P. aeruginosa MB713 susu tarafindan iiretilen piyosiyanin pigmentinin FT-IR
spektrumu

Prodigiosin pigmenti

S. marcescens MB703 kodlu bakteri tarafindan iiretilen pigmentin karakterize edilebilmesi
adma yapilan FT-IR analizlerine ait sonuglar Sekil 4.16’da yer almaktadir. Analizler 750-
3500 cm* araliginda ATR metodu ile gergeklestirilmistir. Sekil 4.16°da verilen prodigiosin
FT-IR spektrumu, prodigiosin yapisinda karakteristik olan (N-H) gruplarini gosteren 3350
cm™'de bir emme band: olusturmustur; 2927 cm™, 1458.18 cm™ ve 2855 cm™, metilen

gruplarinin varligini ve metilen gruplarinin simetrik gerilmesini gostermektedir. 1650 cm™
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'deki karakteristik tepe, C = O gerilmesinden kaynaklanmaktadir. 1635.34 cm™'de pirol
halkasindan dolay1 gerilme goriilmiistiir. 1377cm™'de zirve, OH biikiilmesinden dolay1
olusmus ve 1145 cm Y'de zirve CO esasma dayandirilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda,

prodigiosin i¢in fonksiyonel olan gruplar, pirol, amid, metilen, metil ve alkendir.

1111

50

3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750
Prodigiosia 1/cm

Sekil 4.16. S. marcescens MB703 susu tarafindan iiretilen prodigiosin pigmentinin FT-IR
spektrumu

4.5. Piyosiyanin ve Prodigiosin Pigmentlerinin Biyolojik Aktiviteleri

4.5.1. Piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin saghklhh SHSY-5Y ve L929 hiicreleri
iizerine sitotoksisiteleri

Calismada, piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin insan ndroblastoma hiicresi (SHSY -
5Y) ve fare fibroblast hiicresi (L929) tizerinde denenen dozlarinin sitotoksik etki gosterip
gostermediginin belirlenmesi amaglanmistir ve bu ¢alisma MTT yontemi ile yapilmistir.
Piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin denenen tiim konsantrasyonlarda her iki hiicrede
de etkisi benzer bulunurken, L929 hiicresinin, SHSY-5Y hiicresine gore piyosiyanin ve
prodigiosin pigmentlerine kismen daha duyarli oldugu goriilmiistiir. Pigmentlerin artan
konsantrasyonlarda sitotoksik etkisinin arttig1 tespit edilmistir. Piyosiyanin ve prodigiosin
pigmentlerinin ICso degerleri sirasi ile SHSY-5Y hiicresinde 115 uM ve 130 uM, L929
hiicresinde ise, 101 uM ve 83 uM olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gore, piyosiyanin
pigmentinin her iki hiicrede de %50’nin iizerinde Oliim gostermediginden sitotoksik

olmadigt ve devam eden c¢aligmalarda bu konsantrasyonlarin kullanilabilecegi
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ongoriilmiistiir. Prodigiosin pigmenti ise, SHSY-5Y hiicresinde tiim konsantrasyonlarda
%350’nin altinda oliime sebep olurken, yalnizca 100 uM konsantrasyon 1.929 hiicresinde
%50 nin iizerine ¢ikan dliime sebep oldugu belirlenmistir (Sekil 4.17 ve 4.18). Istatistiksel
olarak yapilan testlerde her iki hiicrede pigmentler arasinda anlamli (p>0,05) bir fark
olmadig1 belirlenmistir. Istatistiksel analiz sonuglari, deneysel olarak elde ettigimiz
sonuclart desteklemistir. Benzer olarak artan konsantrasyonlarda her iki pigmentin her iki
hiicrede toksisitesinin arttig1 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Tim

calismalarin sonuglari, n:5’in ortalamasi ve =SD olarak, Sekil 4.17 ve 4.18’de verilmistir.
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Sekil 4.17. Piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin uygulandigi SHSY-5Y hiicrelerinde
kontrole gore % hiicre canlilik miktarlar
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Sekil 4.18. Piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin uygulandigi L929 kontrole gore %
hiicre canlilik miktarlari.
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4.5.2. Piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin in vitro asetilkolinesteraz (AChE)
inhibisyonu

Calismada, artan konsantrasyonlarda uygulanan piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin
in vitro AChE inhibitor etkilerinin belirlenmesi amaglanmis, AChE inhibisyon miktarlari
Ellman metoduna gore incelenmistir. Calismada, pozitif kontrol olarak Amerikan ilag Dairesi
(FDA) onayli AChE-i olan galantamin kullanilmis, pigmentlerin galantamin ile karsilastirmali
olarak AChE-i etkilerinin ortaya konulmasi amaglanmistir. Piyosiyanin ve prodigiosin
pigment derisimlerinin in vitro AChE inhibisyon ozellikleri ile ilgili bulgularimizda,
piyosiyanin pigmentinin noral 6liim etkenlerinden olan AChE enzimi {izerinde inhibitorik
etkisi tespit edilmis ve artan konsantrasyonlarda bu etkinin arttigi ortaya konulmustur.
AChE’ye maksimum inhibitér etki, 100 puM piyosiyanin pigmenti uygulamasinda
gortilmistiir (~%38). Prodigiosin pigmentinin higbir derisiminde AChE enzimi iizerinde
inhibitor etki gostermedigi goriilmistiir. Piyosiyanin pigmentinin AChE inhibisyonunun
artan konsantrasyonlarda kontrole gore anlamli dl¢iide artirmistir (p<0,05). Istatistiksel
analiz sonuglari, deneysel calismalar sonucunda elde edilen bulgular1 desteklemistir.
Prodigiosin pigmenti uygulamasinda artan konsantrasyonlarda kontrole gére AChE
inhibisyonuna etkisinde anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05). Sonuglar, n:9’un

ortalamasi ve £SD olarak, Sekil Cizelge 4.4’te sunulmustur.

Cizelge 4.4. 10-100 uM piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerini in vitro % AChE
inhibisyonlar:

% AChE Inhibisyonu
Uygulamalar
Kontrol 10 uM 25 uM 50 uM 75 uM 100 uM
Piyosiyanin 00 2340 27+1 3140 3540 38+1
Prodigiosin 00 20 240 240 240 30

Yapilan in vitro AChE ¢alismas: sonucunda, piyosiyanin pigmentinin in vitro AChE
inhibisyon etkisinden yola ¢ikarak, bu pigmentin AChE inhibitorii olarak kullanilabilecegi

Onerilebilir.
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453. H20:2 ile indiiklenmis SHSY-5Y hiicresinde piyosiyanin ve prodigiosin
pigmentlerinin hiicresel AChE inibisyonu

Calismada, artan konsantrasyonlarda uygulanan piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin
H20: ile hiicresel AChE’yi uyarilmig ndroblastom hiicresinde, piyosiyanin ve prodigiosin
pigmentlerinin inhibitér etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. H2O2 ile olusturulan
hiicresel modelin AChE inhibisyon miktarlar1 Ellman metoduna gore belirlenmistir. H20>
ile uyarilmis kontrol grubundaki AChE aktivitesi, besiyeri disinda hicbir sey
uygulanmamis olan kontrol grubuna gore ~%45 (143£2) artis gostermistir. AChE
inhibisyonundaki artig, H2O> ile uyarilmis ve pigment uygulanmamis olan kontrol grubuna
gore % olarak hesaplanmistir. Kontrole gore uygulanan piyosiyanin pigmenti, AChE
enzimi tizerinde inhibitor etki olustururken, prodigiosin pigmenti enzim iizerinde herhangi
bir inhibisyon etkisi olusmustur. Piyosiyanin pigmentinin, artan konsantrasyonlara bagl
olarak, H20: ile uyarilan AChE’yi, indiikklenmemis olan kontrol grubundaki AChE
seviyesinden de asagiya disiirdigii belirlenmistir. Piyosiyanin pigmentinin en yiiksek
inhibisyon etkisini gosterdigi konsantrasyon 100 uM olarak tespit edilmistir (~%40
inhibisyon). Yapilan istatistiksel analizler sonucunda da piyosiyanin pigmentinin artan
konsantrasyonlara bagli olarak gostermis oldugu inhibitor etkinin arttigi dogrulanmis ve
p<0,05 diizeyinde anlamli bulunmustur. Elde edilen bulgular, piyosiyanin pigmentinin
SHSY-5Y hiicrelerini H202’nin sebep oldugu AChE aktivasyonunu Onemli o6lgiide
baskilayarak, AChE’ye bagli noéral hasara karsi koruyucu etkisinin oldugunu ortaya
koymustur. Prodigiosin pigmentinin de 75 ve 100 uM konsantrasyonlarinin indiiklenen
AChE’yi baskiladigr goriilmekle birlikte, bu baskilamanin diisiik oranda oldugu dikkat

¢cekmistir. Sonuglar, n:9’un ortalamasi ve £SD olarak, Sekil 4.19°da sunulmustur.
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Sekil 4.19. 150 uM H20: ile AChE aktivitesi, uyarilmis SHSY-5Y hiicrelerine piyosiyanin
ve prodigiosin uygulamasinin hiicresel % AChE aktivitesi

4.5.4. H202 ile oksidatif hasar olusturulan néroblastoma hiicrelerinde (SHSY-5Y)
piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin antioksidan etkileri

Bu calismada, H2O> ile noroblastoma hiicrelerinde olusturulan oksidatif hasarin etkisinin
MDA diizeyinde belirlenmesi ve piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin, olusturulan
hiicre modelinde, oksidatif hasara karsi antioksidan enzimler diizeyinde etkisinin ortaya
konmasi1 amaglanmistir. Bu calismayla, her iki pigmentin oksidatif hasara bagli olusan
hastaliklarda koruyucu etkisi belirlenerek, sinir hiicrelerinde antioksidan ajan olarak

kullanim potansiyalleri ortaya konulmus olacaktir.

Oksidatif hasarin MDA diizevinde belirlenmesi

Bu ¢alisma, Bolim 3.6.4°te verildigi sekilde ELISA kit yontemi ile 6lgiimler yapilarak
gerceklestirilmis ve sonuglar grafiklendirilmistir. Calisma, SHSY-5Y hiicrelerinde ELISA
ile antioksidan aktivitenin belirlenmesi sonuglarini kuvvetlendirmek amaciyla yapilmistir.
Bu kapsamda, 150 uM H2O; ile ~%30 indiiklenen SHSY-5Y hiicrelerinde pigmentlerin,
hiicreleri oksidatif hasardan koruma oranlarinin ortaya konmasi amaciyla MDA seviyeleri
belirlenmistir. Calismada, piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin ve H2O2’nin 18 saat

boyunca noroblastoma hiicrelerine uygulanmasinin ardindan, hiicrelerde olusan lipid
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persoksidasyon Tlriinlerinin miktar1 ELISA kiti ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglara
gore piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerin uygulandigi gruplarda MDA miktari, besiyeri
disinda higbir sey uygulanmamis olan kontrol grubundaki miktara kadar diismistiir (Sekil
4.22). Calismamizda, serbest radikallerin lipidler ve proteinleri etkilemesi ile olusan MDA,
H20- ile indiiklenerek MDA miktarin1 ~%40 oraninda artirmistir. Ozellikle H,O2 grubunda
olusan MDA diizeyinin, pigment uygulamasi yapilmis olan gruplarda olusan MDA
diizeyine gore yiiksek olmasi, H2O; indiiklii oksidatif hasarin arttigini ancak piyosiyanin ve
prodigiosin pigmentlerinin hiicreyi oksidatif hasara karsi korudugunu dogrulamaktadir.
Yapilan c¢alismalar genel olarak degerlendirildiginde hem piyosiyaninin hem de
prodigiosinin SHSY-5Y hiicrelerinde H20: ile indiiklenen MDA seviyesini baskiladigi, bu
baskilamada piyosiyanin pigmentinin oksidatif hasara karsi koruyucu etkisinin daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. 18 saat H2O> uygulanmis grupta 9 ng/mL olarak tespit
edilen MDA seviyesini piyosiyanin pigmentinin doz artiginin 6nemli dlgiide etkilemedigi
ve uygulanan dozlarin MDA seviyesi lizerinde anlamli 6l¢iide etki gostermedigi tespit
edilmistir (p>0,05). Prodigiosin uygulamalarinda ise, tiim derisimlerin, olusan MDA
miktar1 kontrol grubuna gore istatiksel agidan anlamli bir farka sahip oldugu (p<0,05), en
yiiksek etkinin 50 ve 100 puM ‘lik konsantrasyonlarinda gorildigii, H.O2’nin meydana
getirdigZi MDA miktarindaki artig1 ise, tiim pigment konsantrasyonlarin azalttig
istatistiksel olarak dogrulanmistir (p<0,05). Sonuglar, n:5’in ortalamasi ve £SD olarak,

Sekil 4.20°de sunulmustur.
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Sekil 4.20. 150 uM H20: ile indiiklenmis SHSY-5Y noroblastoma hiicresine uygulanan
piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin Malondialdehit (MDA) miktarina
etkisi

Oksidatif hasarin SOD ve CAT antioksidan enzimleri diizevinde belirlenmesi

Bu ¢aligma, Boliim 3.6.5.’te verildigi sekilde, ELISA kit yontemi ile 6l¢timler yapilmis ve
sonuglar grafiklendirilmistir. Hiicre besi ortami disinda higbir sey uygulanmamis kontrol
hiicresinde SOD aktivitesi 13 U/mL olarak belirlenirken, 150 uM H202 uygulanmis
hiicrelerde bu aktivitenin 5 U/mL’ye diistiigi belirlenmistir. H202 uygulamasina bagh
noroblastoma hiicresinde oksidatif hasar hiicre modeli olusturulmustur. Oksidatif hasar
yaratilan hiicrelerde antioksidan enzim seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde
diistigi belirlenmistir (p<0,05). Pigment ve H202 uygulanmis hiicrelerdeki artisa gore
degerlendirildiginde, H20: ile enzim aktivitesi inhibe edilmis olan antioksidan enzimlerin
pigmentler tarafindan aktivitelerinin artirildig: tespit edilmistir. SOD ve CAT aktivitesinin
distisii 1le olusan oksidatif hasarin, pigment konsantrasyonundaki artisa bagli olarak
giderildigi ortaya konmustur. Her iki pigmentin antioksidan etkileri degerlendirildiginde,
iki pigmentin de SOD ve CAT f{izerindeki etkisinin birbirine yakin olmasiin yani sira
piyosiyanin pigmentinin daha etkili oldugu dikkat cekmektedir. Her iki pigment icin en 1yi
antioksidan etkinin goriildiigli konsantrasyon 100 uM oldugu gortilmiistir. Bu
konsantrasyonda H:O: ile 5 U/mL’ye baskilanan SOD ve CAT aktivitesi piyosiyanin
pigmenti ile %50, prodigiosin pigmenti ile %40 artmistir. Yapilan istatistiksel testlerde,
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artan konsantrasyonlarda her iki pigmentin de antioksidatif etkisinin arttig1 istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Sonuclar, n:5’in ortalamas1 ve +SD olarak, Sekil

4.21 ve 4.22°de sunulmustur.
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Sekil 4.21. 150 uM H20: ile indiiklenmis SHSY-5Y noroblastoma hiicresine uygulanan
piyosiyaninve prodigiosin pigmentlerinin  Siiperoksit Dismutaz (SOD)
aktivitesine etkisi
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Sekil 4.22. 150 uM H20: ile indiiklenmis SHSY-5Y noroblastoma hiicresine uygulanan
piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin Katalaz (CAT) aktivitesine etkisi
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4.5.5. Piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin SK-MEL-30 ve HT-29 kanser
hiicreleri iizerindeki antiproliferatif etkileri

Calismada, piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin insan deri kanseri hiicresi (SK-MEL-
30) ve insan kolon kanseri hiicresi (HT-29) iizerinde denenen dozlarinin antiproliferatif
etki gosterip gdstermediginin belirlenmesi amaglanmistir ve bu ¢calisma MTT yontemi ile
yapilmistir. Piyosiyanin ve prodigiosin pigmentleri uygulanan SK-MEL-30 hiicresinde
artan pigment konsantrasyonlarma bagli antiproliferatif etkinin de arttigi belirlenmis ve
maksimum etkinin 75 pM ve 100 uM konsantrasyonlarda oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.23).
Her iki pigmentin de SK-MEL-30 hiicresinde birbirine yakin antiproliferatif etkisinin tespit
edilmesine karsin, prodigiosin pigmentinin 100 pM konsantrasyonda daha yiiksek
antiproliferatif etki gosterdigi belirlenmistir. Piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin

SK-MEL-30 hiicresi i¢in ICso degerleri sirast ile 72 uM ve 70 uM olarak tespit edilmistir.

HT-29 hiicresine wuygulanan piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin artan
konsantrasyonlarda etkisinin arttifinin  goézlenmis olmasma karsin, prodigiosinin
piyosiyanine gore daha yiiksek antiproliferatif etkisinin oldugu, piyosiyaninin
antiproliferatif etkisinin dikkate deger olmadig goriilmustir (Sekil 4.24). HT-29
hiicresinde, piyosiyanin pigmentinin ICso degeri 179 uM iken, prodigiosin pigmentinin
ICs0 degeri 47 uM olarak hesaplanmistir. Bu sonuglara gore, prodigiosin pigmentinin
piyosiyanine gore daha yliksek antiproliferatif etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.
Istatistiksel olarak yapilan testlerde her iki hiicrede pigmentler arasinda anlamli (p<0,05)
bir fark oldugu belirlenmis, bu sonu¢ deneysel olarak elde ettigimiz sonuglari
desteklemistir. Benzer olarak artan konsantrasyonlarda her iki pigmentin her iki hiicrede
antiproliferatif etkisinin arttig1 da istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Tiim

calismalarda sonugclar, n:5’in ortalamasi ve £SD olarak, Sekil 4.23 ve 4.24’te verilmistir.
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Sekil 4.23. 10-100 uM konsantrasyon araliginda piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin
SK-MEL-30 hiicrelerinde % hiicre canlilifina gore antiproliferatif etkileri
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Sekil 4.24. 10-100 uM konsantrasyon araliginda piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin
HT-29 hiicrelerinde % hiicre canliligina gore antiproliferatif etkileri

4.5.6. Piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin antioksidan etkiye bagh antikanser
etkileri

Calismada, SK-MEL-30 ve HT-29 hiicrelerine artan konsantrasyonlarda uygulanan
piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin, farkli kitlerle antioksidan etkilerinin ve
oksidatif hasara kars1 koruyucu etkilerinin olup olmadiginin belirlenmesi amaci ile ELISA
kullanilarak antioksidatif enzim aktivitesi olgiilmiistiir. Oksidatif stresin, hiicre ve doku

hasarmin patogenezinde etkili olmasi sebebi ile oksidatif stresi azaltan ve bu stres sonucu
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olusan kanser gibi hastaliklar1 6nleyen antioksidan maddeler olduk¢a dnemlidir. SOD ve
CAT enzimleri, canli dokularda en ¢ok bilinen onemli antioksidanlardandir. Serbest
radikallerin olusturdugu hasarlarin 6nlenmesinde, siiperoksit dismutaz enziminin katalaz
enzimi ile birlikte incelenmesi gerekmektedir. Ciinkii SOD, stiperoksitin hidrojen peroksit
ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen enzimdir ve SOD ile katalizlenen tepkime
sonunda olusan hidrojen peroksit, katalaz tarafindan molekiiler oksijen ve suya
donistiiriilerek, bu maddenin hiicrede birikimi 6nlenmektedir. Bu ¢alisma, antioksidan
etkiye sahip ve toksik olmayan, deri kanserinden koruyucu boyar madde gelistirmek, kolon
kanserinde koruyucu ila¢ etken maddesi ortaya koymak ve oksidatif hasar1 dnleyerek kolon

kanserinden koruyucu boyar madde olabilecek pigmentleri belirlemek amaciyla yapilmistir

Piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin SOD ve CAT antioksidan enzim aktiviteleri ile
deri kanseri hiicresi tizerindeki antikanser etkisi

Bu ¢alisma, piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin deri kanserine kars1 koruyucu veya
deri kanserinden oOnleyici etken madde olup olmadiginin ortaya konulmasi ve deri
kanserine karsi koruyucu tekstil boyar maddesi olabilecek dogal boyar madde
potansiyellerinin tespit edilmesi amaciyla yapilmistir. SK-MEL-30 deri kanseri hiicresine,
besiyeri disinda higbir sey uygulanmamis kontrol grubunda SOD aktivitesi 11 U/mL ve
CAT aktivitesi 11 nmol/mL olarak bulunmustur. Piyosiyanin ve prodigiosin pigment
uygulamalarinin ardindan SOD ve CAT aktivitesinin kontrol grubuna gore arttig1 ve bu
artisin da uygulanan pigment konsantrasyon artisiyla orantili oldugu goriilmiistiir. Her iki
pigmentin antioksidan etkilerinin birbirine yakin bulunmus olmasina karsin, piyosiyanin
pigmentinin daha etkili oldugu dikkat ¢ekmistir. 100 uM piyosiyanin uygulamasinda SOD
enzim aktivitelerinde ~%50, CAT enzim aktivitelerinde ~%40 oraninda bir artis meydana
geldigi gdzlenmistir. Istatistiksel olarak yapilan testler sonucunda pigmentlerin oksidatif
hasara karst koruyucu etkilerinin artan konsantrasyonlarda arttigi istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,05). Sonuglar, n:5’in ortalamas1 ve £SD olarak, Sekil 4.25 ve

4.26°da sunulmustur.
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Sekil 4.25. SK-MEL-30 deri kanseri hiicresine uygulanan piyosiyanin ve prodigiosin
pigmentlerinin SOD aktivitesine etkisi
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Sekil 4.26. SK-MEL-30 deri kanseri hiicresine uygulanan piyosiyanin ve prodigiosin
pigmentlerinin CAT aktivitesine etkisi

Pivosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin SOD ve CAT antioksidan enzim aktiviteleri ile
kolon kanseri hiicresi iizerindeki antikanser etkisi

HT-29 hiicresine besiyeri disinda hicbir sey uygulanmamis kontrol grubunda SOD
aktivitesi 13 U/mL ve CAT aktivitesi 13 nmol/mL olarak bulunmustur. Piyosiyanin ve
prodigiosin pigment uygulamalarinin ardindan SOD ve CAT aktivitesinin kontrol grubuna
gore arttig1 ve bu artisin da uygulanan pigment konsantrasyon artisiyla orantili oldugu

goriilmiistiir. Her iki pigmentin sonuglari birbirine yakin bulunmus olmakla birlikte
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piyosiyanin pigmentinin daha cok one c¢iktig1 dikkat ¢ekmistir. 100 pM piyosiyanin
uygulandiginda SOD ve CAT enzim aktivitelerinde ~%30’luk bir artis goriilmiistiir.
Istatistiksel olarak yapilan testler sonucunda pigmentlerin oksidatif hasara karsi koruyucu
etkileri arasinda anlamli bir farklilik bulunmadig: tespit edilmis (p>0,05) olup, bu sonug
deneysel olarak elde ettigimiz sonuglar1 da destekler niteliktedir. Buna ek olarak artan
konsantrasyonlarda her iki pigmentin de antioksidatif etkisinin arttig: istatistiksel olarak da
anlamli bulunmustur (p<0,05). Sonuglar, n:5’in ortalamas1 ve +SD olarak, Sekil 4.27 ve

4.28’de sunulmustur.
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Sekil 4.27. HT-29 kolon kanseri hiicresine uygulanan piyosiyanin ve prodigiosin
pigmentlerinin SOD aktivitesine etkisi
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Sekil 4.28. HT-29 kolon kanseri hiicresine uygulanan piyosiyanin ve prodigiosin
pigmentlerinin CAT aktivitesine etkisi
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4.6. Piyosiyanin ve Prodigiosin Pigmentlerinin Endiistriyel Uygulamalar:

4.6.1. Gida uygulamalari

Bu calismada, piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin renk stabilitelerini koruyup
korumadigimi ve gida endiistrisinde boyar madde olarak kullanilabilirligi arastirilmistir.
Yapilan calisma sonucunda pigmentlerin 100°C’de renk stabilitesini korudugu, 121°C’de
otoklav sicakliginda ise renklerini kaybettigi gozlemlenmistir (Resim 4.7). Prodigiosin
pigmentinin seker hamuru uygulamasinda, pigment mukus kivaminda oldugundan, beyaz
renkli hamuru renklendirdigi ve artan pigment yogunlugunda hamurdaki renklenmenin de
artti@1 belirlenmis ve ¢alismaya iliskin fotograf Resim 4.8’de sunulmustur. Piyosiyanin
pigmenti ise, toz halde bulundugundan suda ¢ozdiiriilerek eklenmesi gerekmektedir.
Sulandirilmig olan pigment seker hamuruna eklendiginde, seker hamuru sivilagmis, yapisi
bozulmustur. Bu sebeple, piyosiyanin pigmentinin seker hamuru renklendirmede kullanigh

olmadig tespit edilmistir.

(B)

T

1
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Resim 4.7. Agarla katilagtirllmig pigmentlerin 100°C’de (A) ve 121°C’de (B) 15 dk.
kaynatilmasinin renk stabilitesine etkisi
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Resim 4.8. Seker hamuruna uygulanmis prodigiosin pigmentinin farkli derisimlerde
hamurda olusturdugu renk

4.6.2. Tekstil uygulamalari

Piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin tekstil uygulamalarinda kullanilabilirliginin
degerlendirilmesi amaciyla, farkli derisimlerdeki pigmentler pamuklu beyaz kumaslara
uygulanmistir.  Yapilan uygulamayla, piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin,
kumaslarda boyar madde olarak kullanimlari test edilmistir. Calismada kullanilan 4000 uM
piyosiyanin pigmenti ve 100, 1000, 2000 ve 4000 uM prodigiosin pigmenti ile boyanan
kumaslarda her iki pigmentin de kumasa tutunabildigi ancak piyosiyanin pigmentinin
prodigiosin pigmentine gore daha az boyama etkisi gosterdigi belirlenmis ve ¢alismaya

iligkin fotograf, Resim 4.9°da verilmistir.

Resim 4.9. Farkli derisimlerde uygulanan prodigiosin ve piyosiyanin pigmentlerinin
pamuklu kumasa boyar madde olarak uygulamasi
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4.6.3. Kozmetik uygulamalari

Bu calismada seffaf bir tirnak cilasina uygulanan prodigiosin pigmentinin kozmetikte
renklendirici olarak kullanilabilirligi belirlenmistir. Calismada kullanilan prodigiosin
pigmentinin uygulama yapilmis kozmetik iriiniiniin yapisinda sekilsel bir degisiklik
meydana getirmeden renklendirdigi Resim 4.10°da goriilmektedir. Piyosiyanin pigmenti,
toz halde olmasi sebebiyle oje igerisinde tam olarak ¢oziinemediginden, seffaf ojede

belirgin bir renklenme gostermemistir.

Resim 4.10. Seffaf ojeye uygulanmis prodigiosin pigmentinin ojede olusturdugu pembe
renk
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5. TARTISMA

Sentetik renklendiricilerin istenmeyen etkilerinden dolayr son zamanlarda, gidanin
dogadan elde edilen pigmentlerle renklendirilmesi ile ilgili arastirmalar diinya capinda
onem kazanmistir (Darshan ve Manonmani, 2015). Sentetik renklendiricilerin astim, deri
dokiintiileri, migren, erken dogum, kanser ve kromozom hasar1 gibi rahatsizliklara yol
actig1 belirtilmistir (Omaye, 2004). Sentetik boyar maddelerin zararl etkilerine ortadan
kaldirmak i¢in, mikrobiyal kaynakli pigmentler olduk¢a iyi bir alternatif olusturmaktadir
(Nair, Kumar ve Geo, 2017). Mikrobiyal pigmentler, toksik olmayan, karsinojenik etki
gOstermeyen hatta antikanser aktivite gosterebilen, farmalojik ve dogada giderilebilir
maddelerdir (Venil, Zakaria ve Ahmad, 2013). Mikroorganizmalar, kolay tiremeleri ve kisa
stirede daha fazla pigment iiretim kapasitesine sahip olmalar1 nedeniyle son zamanlarda,
organik pigment eldesinde olduk¢a Onem kazanmistir. Mikrobiyal pigmentlerin
iiretimlerinin kolay olmasi, basit ¢oziiciiler kullanilarak ekstrakte edilebilmeleri, toksik
olmasinin aksine pek ¢ok biyoaktif 6zellik gostermeleri nedeniyle endiistride renklendirici

olarak 6nemli oldugu diistiniilmektedir (Darshan ve Manonmani, 2015).

Piyosiyanin ve prodigiosin gibi bakteriyel pigmentler; antibakteriyel, antimalaryal,
antifungal, antitimor ve ilaca direngli kanser hiicre hatlarina karsi antikanser aktiviteye
sahip yeni bir bilesik grubu olarak kabul edilmektedir. Prodigiosin, insan melanoma
hiicrelerine, tiirevi olan sikloprodigiosinden daha iyi bir antikanser aktivite gdstermektedir
(Lee ve digerleri, 2011; Shaikh, 2016). Piyosiyanin pigmentinin de i¢inde bulundugu
fenazin bilesiklerin ise, timor hiicreleri gibi kontrolsiiz biiyiiyen hiicrelere daha giiclii etki
ettikleri, saglikli hiicrelere karsi toksik olmadiklari rapor edilmistir (Moayedi, Nowroozi ve
Sepahy, 2018).

Piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin biyoteknolojik olarak endiistriyel alanlarda
kullanilabilmesi amaciyla, tanimlanmis olan bakterilerin optimum iireme kosullarinin ve
maksimum pigment iiretimi sagladigi ortamlarin belirlenmesi amaciyla farkli icerikte
besiyerleri denenmis ve bakterilerin farkli kosullarda hiicre yogunluklar1 ve pigment
tretimleri izlenmistir. P. aeruginosa MB713 susu, NB ve MFDM besi ortamlarinda,
calkalamali ve calkalamasiz kosullarda, 1 ile 7 giinliik inkiibasyon sonunda en 1yi gelisimi
MFDM (Modifiye Frank and DeMoss) besi ortaminda, ¢alkalamali kosullarda ve 6 giinliik

inkiibasyonda gostermis ve 7. giinde 6liim fazina ge¢mistir. NB besi ortaminda ise, en iyi
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gelisim 5. gilin olarak belirlenmistir. Ayni kosullarda, piyosiyanin pigmentinin absorbansi
olgiilerek degerlendirildiginde, piyosiyanin pigmentinin en iyi iiretimi MFDM besiyerinde,
calkalamali1 ortamda, 6 giinliik inkiibasyonda gosterdigi tespit edilmistir. P. aeruginosa
MB713 susunun en iyi gelisim siiresi ile en iyi pigment lretim siiresinin paralellik
gosterdigi belirlenmistir. Caligmamizda en iyi pigment iiretimi, logaritmik fazin sonunda
tespit edilmistir. Yapilan literatiir ¢aligmalarinda, piyosiyanin pigmentinin, biiylimenin
logaritmik fazindan sonra maksimum seviyeye ulastigi tespit edilmistir (Harris, 1950;
Kurachi, 1958; Frank ve DeMoss, 1959; Gahlout, Chauhan, Patel ve Solanki, 2017;
Hizbullahi ve digerleri, 2018). Bakterilerde, biiyiimenin son agamalarinda, hiicre geligimi
sirasinda olusan toksik Onciillerin birikmesiyle 6liim baglar. Sekonder metabolitlerin
biyosentezi, besi ortaminda biriken toksik maddeleri, hiicrelerin 6mriinii uzatan bir son
uriine dondstiiriir (Krishna, Basheer, Elyas ve Chandrasekaran, 2011). Bu sebeplerden
otiirii bakterinin bu metabolitleri liretimlerinin artirilmasi gerek bakteri gerek endiistriyel

alanlardaki caligsmalar i¢in 6nemlidir.

S. marcescens MB703 susu NB (150 rpm), gliserol igeren (%1 ve %2) (150 rpm) ve NA
besi ortamlarinda 1 ile 7 giinliik inkiibasyon sonunda en iyi gelisimi %2 gliserol igeren NB
besi ortaminda 4. giinde gostermistir ve 5. giinde 6lim fazina gegmistir. Susun diger besi
ortamlarinda en yogun lireme gosterdigi siireler ise, %1 gliserol igeren NB besi ortaminda
2. giin, NB’de ise 6. giin olarak belirlenmistir. Bakteri, besi ortamina eklenen maddeye ve
maddenin miktarina gore gelisimde farklilik gostermistir. Ancak pigment tiretimine
bakildiginda, C kaynagi olarak gliserol iceren (%1 ve %2) NB besi ortaminda pigment
iretimi gozlenmezken, gliserol igermeyen NB besi ortaminda pigment {iretimi
gozlenmistir. Ortama eklenen gliseroliin hiicre yogunlugunu artirmasindaki sebep, yabani
cinslerin gliserolii C kaynagi olarak kullandiklarinda daha hizli biiylimesi olarak
aciklanabilir (Kisumi, Komatsubara ve Chibata, 1977). Ortamda tek bir C kaynaginin
bulunmasi durumunda, S. marcescens bakterisinin iyi lireme gosterdigi (Venil ve
Lakshmanaperumalsamy, 2009), ortamda yalnizca N kaynagi ve inorganik tuzlarin
bulunmasi durumunda ise kendini korumak i¢in sekonder metabolit olan prodigiosin
pigmentini rettigi (Khanafari, Assadi ve Fakhr, 2006) bildirilmektedir. Bizim
caligmamizda da, S. marcescens MB703 susunun, ortamda C kaynagi bulunmasi
durumunda Oncelikle hiicresel artiga gittigi, C kaynagimin bulunmadigi, yalnizca N
kaynaklarinin ve tuzun bulundugu NB besiyerinde prodigiosin pigmentini yogun sekilde

rettigi belirlenmistir. En yogun pigment tiretimini ise kat1 besi ortaminda gostermistir.
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Besi ortaminda bulunan C kaynaklarinin, bakteri gelisimi ilizerinde farkli etkilere sebep
oldugu diisiiniilmektedir. ortamda yalnizca azot kaynagmin ve inorganik tuzlarin
bulundugu durumda ise kendini korumak i¢in sekonder metabolit olan prodigiosin

pigmentini yogun sekilde tirettigi diistiniilmektedir.

P. aeruginosa MB713 susunun maksimum pigment iiretim ortamin1 belirlemek i¢in NB ve
MFDM besiyerleri ile ¢alisilmistir. NB besi ortaminda yalnizca azot kaynagi (maya oziitii
ve et 0ziitii) ve sodyum kloriir (NaCl) bulunurken, MFDM besi ortaminda azot kaynagi (L-
fenilalanin), karbon kaynagi (gliserol) ve inorganik tuzlar (FeClz, K;HPO4, MgCl..6H20,
K2S04) bulunmaktadir. Maksimum pigment tiretimi MFDM besi ortaminda belirlenmistir
(51 pg/mL). Kullanilan modifiye besi ortaminda bulunan demir (Fe), magnezyum (Mg),
fosfat (POa4) ve siilfat (SO4) bilesiklerinin pigment {iretimini indiikledigi diigiiniilmektedir.
Literatiirlerde, besi ortamina eklenen fosfat bilesiginin pigment {iretimi gibi sekonder
metabolitlerin tiretimini indiikledigi bildirilmistir (Frank ve DeMoss, 1959; Whooley ve
Mcloughlin, 1982). Diisiik konsantrasyonda fosfat iyonu bulunan besi ortamina, yeterli
stilfat iyonu eklendiginde piyosiyanin tiretimi indiiklenmektedir (Cox, 1986). Buna ek
olarak bu pigmentin sentezi, demir konsantrasyonunun kontrolii altinda goriinmektedir;
clinkii diigiik fosfat iceren bir ortama demir eklenmesi, diger bakteri tiirleri tarafindan
piyosiyanin ve ilgili fenazin pigmentlerinin sentezini uyarmaktadir (Cox, 1986; Li, Mou,
Feng ve Leung, 2018). Bu iyonlara ek olarak ortamda magnezyum iyonunun bulunmasinin
da piyosiyanin {iretimi iizerinde pozitif etkiye sahip oldugu Li ve digerleri (2018)’nin

yaptigi ¢alismayla ortaya konmustur.

Maksimum piyosiyanin iiretimini saglayan besi ortamlarinda bulunan maddelerin; POs *-,
Mg?*, Fe?", gliserin, 16sin ve DL-alanin oldugu bildirilmektedir (Ohfuji ve digerleri, 2004;
Hernandez, Kappler ve Newman, 2004; Frank and DeMoss, 1959). Barakat, Mattar, Sabae,
Darwesh ve Hassan (2015)’nin NB ve farkli kaynaklar iceren besiyerlerini kullandigi
caligmada, piyosiyanin miktarint 5,28 (NB besi ortam1)-11,74 pg/mL olarak
bildirmislerdir. Barakat ve digerleri (2015)’nin elde ettikleri piyosiyanin miktarinin,
calismamizda P. aeruginosa MB713 susunun NB besiyerinde piyosiyanin tiretim miktari
(10 pg/mL) ile Barakat ve digerleri (2015)’ nin, El-Fouly ve digerleri (2015)’ nin ve
Gahlout ve digerleri (2017)’nin elde ettikleri sonuglardan daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Pigment iiretimindeki farkliligin, ¢aligmada kullanilan sus farkliligindan

kaynaklandig diistiniilmektedir.
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S. marcescens MB703 susunun, NB ve NA besi ortamlarindaki 1-7 giinliik inkiibasyonda
Quorum Sensing (QS) sonucu {irettigi hiicre i¢i pigment olan prodigiosin pigmentinin en
iyi tiretimi, NB besi ortaminda 6. giinde, NA’da ise 6. ve 7. giinlerde belirlenmistir. NB
besi ortaminda maksimum pigment iiretimini 6. giinde gosteren S. marcescens MB703’in
pigment liretim siiresi kat1 besi ortami ile paralelik gostermis, 6. giinden sonra bakterinin
litik faza gegtigi ve daha yogun pigment iretimi gergeklestiremedigi tespit edilmistir (13
mg/L). Krishna, Basheer, Elyas ve Chandrasekaran (2011) tarafindan yiiriitiilen sivi besi
ortamindaki prodigiosin liretimi ¢alismalarinda, prodigiosin iiretiminin 0,084-38,32 pg/L
olarak tespit edilmis, sonugclar calismamizda elde ettigimiz pigment miktarindan (13 mg/L)
cok daha diisiik bulunmustur. S. marcescens MB703 susunun, kati besi ortamindan elde
edilen prodigiosin miktarinin (72 mg/L), sivi besi ortamindan elde edilen pigment
miktarma (13 mg/L) gore daha yogun oldugu ortaya konmustur. Hiicre i¢i pigment olan
prodigiosinin, agar1 renklendirmemesi de kat1i ve sivi besi ortamina gore pigment
iretiminin  kargilagtirnlmasinda etken rol oynamaktadir. Kati ortamlarda {reyen
mikroorganizmalar, yiizeye daha iyi tutundugundan o&tiiri daha kuvvetli bir sekilde
gergeklesmektedir (Stankovic, Senerovic, llic-Tomic, Vasiljevic ve Nikodinovic-Runic,
2014; Nassif, Roux, Coradin, Bouvet ve Livage, 2004). QS mekanizmasi ile kat1 yiizeylere
bakteriler daha iyi bir sekilde tutundugundan, NA besiyerindeki kolonilerin daha iyi
pigment irettigi distiniilmiistiir. Bu QS mekanizmasinin artmasi, bakteriler arasindaki
iletisimi  artirdigindan, kati yiizeydeki kolonilerin daha 1yl pigment {rettigi
diistiniilmektedir. Benzer yontemle yapilan ekstraksiyonda pigment miktarmin yiiksek
olmasinin, pigment iretiminde azot kaynaginin, karbon kaynagindan daha biiylik bir
oneme sahip olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Caligmalarda bakterilerin ayni
kosullarda iretilmesine karsmn, sus farkliligiin ve/veya ekstraksiyonda kullanilan

coziiciilerin farkli olmasinin pigment miktarini etkiledigi ongoriilmektedir.

Tez c¢alismasinda, NB ve MFDM besi ortamlarinda, ¢alkalamali ve calkalamasiz
kosullarda piyosiyanin miktarinda meydana gelen degisiklik izlenmis ve her iki besi
ortaminda da c¢alkalamali kosullarda piyosiyanin iiretiminin daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Yapilan ¢alismada en yiiksek miktarda piyosiyanin iiretimi, MFDM besi
ortaminda, ¢alkalamali kosullarda oldugu tespit edilmistir (51 pg/mL). Besiyerinin yiizeyi
hava ile temas ettigi i¢in, oksijen buradan iceri difiizyonla girerek erir ve {ist kisimlari, dip
kisimlara oranla oksijence zengin hale gelir. Bu nedenle de, sivi besi yerlerinin yiizeyi,

diplerinden, daha fazla oksijene sahiptir. Aerobik mikroorganizmalarin sivi kiiltliriin her
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tarafinda esit dagilim1 ve iyi iiremesi icin, besi yerinin belli araliklarla hafifce ¢alkalanmasi
(aerasyon) gerekmektedir. P. aeruginosa MB713 susu aerobik bir bakteri oldugundan,
calkalama islemi ile saglanan oksijen dongiisii hem bakteri gelisimini hem de pigment
dretimini artirmistir.  Kurachi (1958), hem bakteriyel biiylime hem de piyosiyanin
iiretiminin kiiltiiriin havalandirilmasiyla oksijenlenmeye bagli (aerasyon veya calkalama)
artirabildigini tespit etmistir (Kurachi, 1958). Suryawanshi ve digerleri (2014)’nin yapmis
olduklar1 ¢alismalar da, ¢alkalamanin pigment iiretimi iizerinde etkili oldugunu ortaya

koymus (Suryawanshi ve digerleri, 2014) ve elde ettigimiz bulgular1 desteklemistir.

Tez galigmasinda, optimum kosullarda iiretilen pigmentlerin tanimlanmasi amaciyla, UV-
Visible, FT-IR ve GC-MS analizleri yapilmistir. Pigmentlerin karakterizasyonunda
kullanilan UV-Visible spektrofotometre analizinde piyosiyanin pigmenti i¢in maksimum
absorpsiyon 278 nm'de goriilmiistir. Bu nm’de, piyosiyanin pigmenti varliginda pik
gozlenmektedir. Yapilan pek ¢ok literatiir calismasinda 278 nm’de goriillen pikin
piyosiyanine ait oldugu ortaya konmustur (Kerr ve digerleri, 1999; Sudhakar, Karpagam ve
Shiyama, 2013; Dahah, Djibaoui ve Nemmiche, 2016). Prodigiosin pigmentinin UV-
Visible spektrofotometrik analizi incelendiginde, analiz sonucunda maksimum absorbans
272 ve 538 nm bulunmus ve bu pikin prodigiosin varliginda goriildiigii belirlenmistir.
Azambuja, Feder ve Garcia (2004)’da, 272 ve 538 nm’de maksimum piki veren maddenin
prodigiosin oldugunu dogrulamistir. Lapenda, Silva, Vicalvi, Sena ve Nascimento

(2015)’nun ¢alismalar1 da, elde edilen bu bulgular1 desteklemektedir.

Piyosiyanin (N metil-1-hidroksifenazin), 2 alt birim igerir. GC-MS Kromatografisi ile
yapilan piyosiyanin analizinde, 168 m/Z'de ve 196 m/Z'de yogun molekiiler iyon zirvesi
tespit edilmistir. Kiitle spektrum analizinde 168 m/Z'de keskin bir tepe noktasi gosteren
madde bir fenazin bilesigi, 196 m/Z'de keskin bir tepe noktasi gésteren madde ise, I-
hidroksifenazin (hemipiyosiyanin) olarak belirlenmistir. Analiz sirasinda 168 m/Z'de ve
196 m/Z'de ayn1 anda tespit edilen piklerin varligi, GC-MS sirasinda |-hidroksifenazin'e
doniisen piyosiyanin pigmentinin varhi@in1 ortaya koymaktadir. Yapilan literatiir
caligsmalarinda, GC-MS analizinde elde edilen pikler, yapmis oldugumuz piyosiyanin
analizi sonuglarini desteklemektedir (Watson, MacDermot, Wilson, Cole ve Taylor, 1986;
Abdul-Hussein ve Atia, 2016; Kerr ve digerleri, 1999; Barakat ve digerleri, 2015).

Prodigiosin pigmentinin varligt GC-MS analizi ile saptanamamis ancak, c¢alismada
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kullanilan GC-MS analiz kosullar1 degistirilerek denemeler yeniden yapilmasi gerektigi

distnilmustir.

Piyosiyanin pigmentinin FT-IR analizinde, 1620 cm™’de gosterilen tepe, piyosiyanin
varligr icin spesifik olan C=N baginin varligin1 gostermektedir. Tespit edilen diger tepe
noklarinda ise 3462 cm™’de O—H bag1 ve 2953 cm™’de C—H- aromatik bagmin bulundugu
pikler piyosiyanin pigmentinin fonksiyonel gruplarini ortaya koymustur. Analiz sonucunda
elde edilen tepe noklar1 ve bu tepe noktalarinda tespit edilen baglar, piyosiyanin
karakterizasyonunun ortaya kondugu literatiirlerle desteklenmis (Laxmi ve Bhat, 2016;
Moayedi, Nowroozi ve Sepahy, 2018) ve analizler sonucunda ekstraktta ana molekiil
olarak piyosiyanin pigmentinin varligi gosterilmistir. Prodigiosin pigmentin FT-IR analizi
sonucunda ise, prodigiosin pigmenti i¢in spesifik olan pirol halkasinin varligi 1635 cm’
1*deki tepe noktasinda tespit edilmistir. FT-IR analizinde pirol halkas1 varhi@ sonucunda
tanimlanan prodigiosin pigmenti icin tespit edilen diger fonksiyonel grup; 2920 cm™’deki
metil grubu olarak belirlenmistir. Elmenshawey, Abdelrazak, Mowafey ve Osman
(2017)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada molekiil yapisinda pirol ve metil’in bulunmasi,
prodigiosin varlig1 olarak yorumlanmistir. Suryawanshi ve digerleri (2014) tarafindan elde
edilen verilerle galismamizda buldugumuz FT-IR sonuglari, prodigiosin iginde mevcut olan
fonksiyonel gruplar agisindan benzerlik gostermistir. Sonuglar, Cang ve digerleri
(2000)’nin yapmis oldugu caligma ile de uyumlu bulunmustur. FT-IR analizi ve

spektroskopik analiz, ekstraktta ana molekiil olarak prodigiosin varligini ortaya koymustur.

Tez calismasinda kullanilan pigmentlerin toksik olmamasi, tez kapsaminda yapilmis olan
caligmalarda uygulanan dozlarin ve etkilerinin yorumlanabilmesi ag¢isindan Onemli
goriilmiis ve yapilacak olan diger ¢caligmalarda 6ngorii saglamasi i¢in pigmentlerin saglikli
hiicreler (SHSY-5Y noroblastoma ve 1929 fare fibroblast hiicreleri) {izerinde
sitotoksisitelerine  bakilmistir. Tez c¢alismamiz sirasinda piyosiyanin ve prodigiosin
pigmentlerinin sitotoksik etkilerinin olup olmadigi, SHSY-5Y noroblastoma ve L929 fare
fibroblast hiicrelerinin  canliliklar1  {izerindeki etkileri incelenerek belirlenmistir.
Sonuglarimizda, her iki pigmentin de konsantrasyon ile dogru orantili olarak hiicre
canliligini azalttigi tespit edilmistir. ISO 10993-5 standartlarina goére, in vitro olarak test
edilen kimyasallarin sitotoksik etki diizeylerini belirlemek i¢in dort nitel siniflandirma
grubu temel alinmistir. Bu standartta yiiksek derecede sitotoksik etki gosteren maddelerin

toplam hiicre konsantrasyonunun %50'nin {izerinde hiicre Oliimiine sebep oldugu
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belirtilmigken, orta derecede sitotoksik etki gdosteren maddelerin, %50-79; hafif sitotoksik
etki gosteren maddelerin, %80-89; sitotoksik olmayan maddelerin ise %90'a esit veya daha
fazla hiicre canlilig1 sagladigi belirtilmistir (ISO, 2009). Belirtilen ISO standartlarina gore,
uygulanan bakteriyel pigmentlerden piyosiyanin pigmenti, her iki hiicreye de uygulanan en
yiiksek konsantrasyonda (100 uM) dahi %50°nin iizerinde hiicre 6liimiine sebep olmazken,
prodigiosin pigmentinin 100 uM konsantrasyondaki uygulamalarinin 1929 fibroblast
hiicresi i¢in toksik oldugu tespit edilmistir. US NCI bitki tarama programina gore, ham
bitki Oziitlerinin in vitro sitotoksik etkinlige sahip olmasi igin, hiicrelerin %50’sinin
oliimiine sebep olan konsantrasyonun < 20 pg/mL olmasi gerekmektedir (Sriwiriyajan ve
digerleri, 2014). Ancak prodigiosin pigmenti ile yapilan bir c¢alismada elde edilen
bulgulara gore, noroblastoma hiicresine 24 saat 0-7 uM derisimlerde uygulamalar1 yapilmis
olan prodigiosin pigmentinin ICso degeri 1,7 uM olarak bulunmus ve bu pigmentin SHSY-
5Y i¢in yiiksek toksisiteye sahip oldugu ifade edilmistir (Francisco ve digerleri, 2007).
Prodigiosin pigmenti ile yapilan bu ¢alisma diginda baska bir SHSY-5Y sitotoksisite
caligmasina rastlanmamistir. Bu sebeple yaptigimiz calisma, bu cergevede g¢alisacak olan
aragtirmacilar i¢in olduk¢a dnemlidir. Bizim yapmis oldugumuz calismada noéroblastoma
hiicresine 18 saat uygulanan prodigiosin pigmentinin ICso degeri 130 uM olarak
belirlenmis ve ISO 10993-5 standartlarina gore toksik olmayan bir madde olarak kabul
edilebilir oldugu disiiniilmistir. 1929 fare fibroblast hiicresine yapilan farkli
konsantrasyonlardaki piyosiyanin ve prodigiosin pigmentleri uygulamalarinda Laxmi ve
Bhat (2016)’1n yapmis oldugu ¢alismaya gore, piyosiyanin pigmentinin uygulanmis oldugu
L929 fare fibroblat hiicrelerine sitotoksik etki gostermedigi ortaya konmustur. Bu sonug,
calismalarimiz dogrultusunda elde ettigimiz verileri dogrular niteliktedir. Prodigiosin
pigmenti i¢in Deorukhkar, Chander, Ghosh ve Sainis (2007) tarafindan yiiriitiilen
calismada, 1929 hiicre hattina 0,01-10 uM konsantrasyonlarda 48 saat uygulanan
prodigiosin tlirevi bir pigment, hiicre hatt1 {izerinde toksik etki gostermemistir.
Calismamizda, prodigiosin pigmentinin 18 saatlik uygulamasinda aldigimiz canlilik
sonuglari ile Deorukhkar, Chander, Ghosh ve Sainis (2007)’nin yapmis oldugu ¢alismadaki

canlilik sonuglar1 paralellik gostermektedir.

Tez calismasi kapsaminda, SHSY-5Y noroblastoma hiicrelerinde oksidatif hasar yolu ile
AChE aktivitesi artirilmig hiicre modeli olusturulmustur. Uygulanan 150 pM H2O2’nin
AChE enzimini aktive ederek ndroblastoma hiicrelerindeki AChE seviyesini hicbir

uygulama yapilmamis olan kontrol grubuna gore ~ %50 artirdig: tespit edilmistir. Enzim
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seviyesindeki artigin, kontrol grubundaki AChE seviyesine gore farki, istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.21). Hiicrelerde, H20- gibi oksidatif hasara sebep
olan ROS maddeler ile tesvik edilen oksidatif stresin, AChE aktivitesi iizerinde indiikleyici
etki gosterdigi farkli calismalarla kanitlanmistir (Zhang ve digerleri, 2008; Molochkina,
Zorina, Fatkullina, Goloschapov ve Burlakova, 2005; Bond ve digerleri, 2006; Garcia-
Ratés, Lewis, Worrall ve Greenfield, 2013; Jiang, Zhang, Zhu, Li ve Zhang, 2007). Ayrica,
en kararli ROS olan H2O3’in, hiicre zarlarindan kolayca gecebildigi ve ¢esitli proteinlerin
degismesine neden olarak hiicrede hasar olusturabildigi, hiicre membran yapisini ve
aktivitesini degistirerek, hiicre iginde AChE artisina sebep oldugu gosterilmistir (Li ve
Jackson, 2002; Waldron ve Rozengurt, 2000; Knapp ve Klann, 2000; Molochkina ve
digerleri, 2005).

AChE, mitokondrilerde hiicresel solunum sonucu olusan iriinlerden biri olarak bilinen
asetil koenzim A (Asetil Ko A) ve lipit metabolizmasinda gorev alan kolinden tiiretilen bir
norotransmitter olan ACh (Asetilkolin)’nin sinaptik boslukta serbest birakilmasi sonucunda
olusan sinirsel impulsu hizla sonlandirmakla goérevli olan bir enzimdir. AChE enzim
aktivitesinin artmasi ve bu artiga bagli olarak ACh miktarin azalmasi sonucunda, ndron
kayb1 gergeklesir. Bu néron kayiplart oncelikle Alzheimer (AH) olmak iizere pek c¢ok
norodejeneratif hastaliga sebep olur (Schumacher ve digerleri, 1986; Francis, Palmer,
Snape ve Wilcock, 1999; Sahin, 2002). En sik goriilen norodejeneratif hastalik olan
Alzheimer’da en 6nemli patolojik belirteglerden biri, kolinerjik iletim kaybina sebep olan
AChE enziminde gézlenen artistir (Mufson, Counts, Perez ve Ginsberg, 2008). Bu nedenle
AH’nin tedavisinde/onlenmesinde etkili olabilecek ajanlarin, AChE-i (AChE inhibitor)
ozellik gostermeleri 6nemlidir. Mevcut AChE-i ilaglarin, nérodejeneratif hastaliklarin
tedavisinde tam anlamiyla basar1 saglayamadigin1 ve ndrodejeneratif hastaliklar icin tespit
edilecek etken maddelerin tek bir mekanizma iizerinden etkili olmasmin yeterli
olmayacagini belirten literatiirler bulunmaktadir (Birks, 2006; Bakar ve Yulug, 2009;
Sherwin, 2000, Chertkow, 2002). Yine de bugiin AH’nin ilagla tedavisinde en gegerli
stratejinin AChE inhibisyonu olmasi nedeniyle, nérodejeneratif hastaliklar tizerinde etkin
maddelerin kesfi i¢in AChE-i 6zellik 6nemli bir belirtegtir (Anand, Gill ve Mahdi, 2014).
Ayrica, hepatoseliilar karsinomada (HCC) (Montenegro ve digerleri, 2006), skuamoz
hiicreli karsinomada ve retinoblastomada (Qavi ve Al-Rajhi, 2009) kolinesterazlarin
baskilandigi belirlenmistir. Zhao ve digerleri (2011), HCC hastalarinin % 69,2’sinin kanser

dokularinda, AChE’nin 6nemli 6l¢lide baskilanmis oldugunu ve kanser hastalarinda diisiik
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seviyelerde ifade edilen AChE’nin; timor yayilmasi, kanserin ameliyat sonrasi tekrarlama
riski ve kanser hiicrelerinde diisiik canlilik orani ile iliskili oldugunu ortaya koymustur
(Koganci ve Aslim, 2016). Calismalar, AChE’nin hiicre ¢ogalmasini, ilgili sinyal yollarini
ve HCC hiicrelerinin duyarliliklarini diizenlemek suretiyle, timdr gelisimini baskilayan bir
islevinin oldugunu vurgulamaktadir (Anand, Gill ve Mahdi, 2014). Calismamiz
kapsaminda, 10, 25, 50, 75 ve 100 uM piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin in vitro
ve H2O; ile AChE indiiklenmis hiicresel modelde gosterdikleri AChE inhibisyon sonuglari
paralellik gostermektedir (%210-38). In vitro ¢alismalar sonucunda en yiiksek AChE
inhibisyonu piyosiyanin pigmentinde ve 100 uM konsantrasyonda (%38 AChE
inhibisyonu) gozlemlenmistir. Hiicre modelinde yapilan c¢aligmada ise H202 ile
indiiklenmis AChE enziminde baskilama ~%40 olarak belirlenmis ve AChE miktari,
indiiklenmemis kontrol grubundan da az miktarda bulunmustur. Bulgularimiz,
piyosiyanindeki AChE-i 6zelligin konsantrasyon ile dogru orantili sekilde arttigini ve
maksimum inhibitor etkinin denenen en yiiksek konsantrasyon olan 100 pM’da oldugunu
gostermistir. Prodigiosin pigmentinin ise AChE’1 inhibe etmedigi, in vitro ve hiicresel
caligmalarla ortaya konmustur. Piyosiyanin pigmentinin diisiik molekiil agirlikli ve zwitter
iyon Ozelligi, okaryotik sistemlerde hiicre zarlarindan geciste kolaylik saglamaktadir (Patil
ve digerleri, 2017). 210 Da molekiil agirhigma sahip piyosiyanin pigmentinin (Watson ve
digerleri, 1986) AChE inhibisyon etkisinin, hiicre zarindan gecebilecek kadar kiiciik ve
redoks aktif bir bilesik olmasindan kaynaklandigi diistiniilmiistiir. Bu pigmentlerle daha
once yapilan herhangi bir AChE inhibisyon ¢alismas1 bulunmadigindan, bu tez ¢aligmasi,

bu kapsamda c¢alisacak olan arastirmacilara 6ncii bir ¢alisma niteligi tasimaktadir.

Calismamiz kapsaminda, piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin hiicresel AChE
inhibisyon etkileri incelenmistir. Pigmentlerin, nérodejeneratif hastaliklara karsi giivenilir
bir sekilde kullanilip kullanilamayacaginin belirlenmesi amaciyla, piyosiyanin ve
prodigiosin pigmentlerinin H2O. kaynakli AChE indiiksiyonunu giderici ozellikleri
incelenmistir. Pigmentlerin, hiicresel AChE inhibitor etkisi ve H20: kaynakli AChE
indiiksiyonundan koruyucu o6zelliklerinin olup olmadigmin belirlenmesi i¢in, hiicresel
AChE indiiksiyonu engelleyici etkisi incelenmistir (Sekil 4.21). Sonuglara gore, hiicresel
AChE artisinin, kolinerjik iletim kaybina sebep olarak, norodejeneratif siireglerde etkili
oldugunu gosteren caligmalar (Francis, Palmer, Snape ve Wilcock, 1999; Wenk, 2003;
Temiz ve Kargin, 2019) dikkate alindiginda, her iki pigmentin de nérodejeneratif hasara

sebep olmadigi, yalnizca piyosiyanin pigmentinin noérolojik hasarlara karsi giivenilir bir
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sekilde kullaniminin miimkiin olabilecegi Ongdriilmustiir. Pigmentlerin hiicresel AChE
inhibitor 6zelligi degerlendirildiginde, piyosiyanin pigmentinin, pigment uygulanmamis
ancak H20z uygulanmis kontrol grubuna gore AChE inhibitor 6zelliginin oldugu (p<0,05)
(~%38 inhibisyon), bunun yani sira AChE inhibisyonunu hi¢bir uygulama yapilmamis
kontrol grubunun altina diisiirdiigii (100 uM piyosiyanin uygulamasinda), prodigiosin
pigmentinin ise istatistiksel olarak anlamli bir inhibitor etki gostermedigi (p>0,05) (%10
inhibisyon) saptanmustir. Farkli hiicre modeli tizerinde AChE-i etkilerinin Ellman metodu
ile arastirlldigi calismalarda, AChE-i olarak kullanilan genisteinin yaklasik %4-33,
huperzine A’nin yaklasik %40 AChE inhibisyon gosterdigi belirtilmistir (Liu ve digerleri,
2018b; Tang, Wang ve Tang, 2005). Buna gore, ¢alismamizda kullanilan piyosiyanin
pigmentinin AChE-i olarak kullanilan maddelere yakin degerlerde etkiye sahip oldugu

belirlenmistir.

Alzheimer ile iliskili oldugu bilinen oksidatif stresin antioksidatif aktivite ile baskilanmasi,
Alzheimer’dan koruyucu etki yaratmaktadir (Ogiit ve Atay, 2012; Ozkay, Oztiirk ve Can,
2011). Calismamizda elde edilen sonuglar, prodigiosin pigmentine gore daha yiiksek
antioksidatif aktiviteye ve oksidatif hasari giderme (MDA) ozelligine sahip oldugu
belirlenmis olan piyosiyanin pigmentinin, AChE mekanizmasi ile ndrodejenerasyonu
giderici bir ajan olarak kullanilabilir oldugunu gostermektedir. Bu sonu¢ dogrultusunda,
AChE-i etkisinin antioksidatif etki ile iligskili oldugu diistiniilmiistiir. Yapilan literatiir
caligmalarinda, AChE-i etkinin antioksidatif etki ile iligskili oldugu ortaya konmustur
(Cakmak ve digerleri, 2017; Ogiit ve Atay, 2012; Ozkay ve digerleri, 2011; Parlak, Ucar,
Alak ve Atamanalp, 2019). AChE’nin inhibe edilmesi ile noérokoruyuculugun
saglanabildigi yoniindeki kanitlar (Murray, Faraoni, Castro, Alza ve Cavallaro, 2013),
norodejenerasyonun Onlenmesi ve giderilmesi konusunda etkin yeni ajanlarin
arastirtlmasinda AChE enzimini, bir belirte¢ haline getirmistir. Buna goére sonuglar,
piyosiyanin pigmentinin hiicresel AChE’yi inhibe edici 6zelligi nedeniyle nérokoruyucu
bir ajan olarak kullanilabilir oldugunu disiindiirmiistiir. In vitro sonuglarimizda oldugu
gibi hiicresel AChE inhibisyonu iizerinde yapilan incelemede de, piyosiyanin pigmentinin
prodigiosine gore daha etkin oldugu dikkatimizi ¢ekmistir. Bu etkinin, pigmentlerdeki
fonksiyonel gruplarin farkliligindan, piyosiyanin pigmentinin redoks aktif ozellik
gostermesinden ve/veya piyosiyanin pigmentinin prodigiosinden daha kiiciik bir molekiil
olmasindan kaynaklandigr tahmin edilmistir. Calismamiz, piyosiyanin pigmentinin

norodejeneratif hasari giderici 6zelliginin olabileceginin gosterildigi ilk c¢aligmalardan
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biridir. Norodejeneratif hastaliklara karsi ilag alternatiflerinin arastiritlmasinda, ¢ok hedefli
yaklagimlarin avantajli oldugu bildirilmektedir (Piemontese, 2017). Tez caligmamizda,
piyosiyanin pigmentinin AChE aktivitesi {izerinde gosterdigi etki, norodejeneratif
hastaliklarda hem 6nleyici hem de tedavi edici etkilerinin olabileceginin gosterilmis olmasi
bakimindan Onemlidir. Norodejeneratif hastaliklarin ortaya c¢ikisinin 6nlenmesi veya
geciktirilmesi, hastalik seyrinin yavaslatilmasi acisindan onemlidir (Post, 1999). Bu
nedenle piyosiyanin pigmentinin heniiz hastalik ortaya ¢ikmadan, hastaliga sebep
olabilecek toksik etkenlerin ortadan kaldirilmasinda etkili olabileceginin gosterilmis olmasi

onemli bir bulgudur.

Hidrojen peroksit (H202), hikroksil radikal (OH"), siiperoksit anyon (O2") ve nitrik oksit
(NO)’yu igeren Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS), hiicrelerin protein, DNA, karbonhidrat,
lipid, enzim ve diger molekiil gruplar1 ile reaksiyona girerek, bu molekiillerin
metabolizmalarini etkilerler. Metabolizma sirasinda canli organizmalarda iiretilen ROS
proteinlerde veya lipidlerde geri doniisiimsiiz kimyasal degisikliklere neden olan zincir
reaksiyonlar1 baslatma egilimindedirler. Bu zararli reaksiyonlar, hiicrede fonksiyon
bozukluguna ve sitotoksisiteye neden olabilir. Oksidatif stres, kardiyovaskiiler hastaliklar,
baz1 kanserler ve birtakim norodejeneratif hastaliklar (Alzheimer, Parkinson vb.) gibi
cesitli insan kronik hastaliklarinin gelismesi dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli hastaliklara
neden olur (O’Sullivan ve digerleri, 2011; Alam, Bristi ve Rafiquzzaman, 2013). Membran
yapisinda yer alan fosfolipidlerdeki poliansature yag asitlerinin peroksidasyonu ile
dogrudan hiicrelere zarar vermektedirler. Viicutta her sey diizenli calisirsa diisiik diizeyde
ortaya cikan bu etkiler temizleyici enzimler ve antioksidan maddelerle etkisiz kilinirlar.
Bunlarin {iretimleri organizmanin temizleme olanaklarini astiginda dokuda yikim baslar
(Durmus ve Unsaldi, 2005). Bu ykmm onleyen antioksidan enzimler, ROS
detoksifikasyonunda dogrudan yer alan birincil savunma sistemidir. Katalaz, glutatyon
peroksidaz ve siiperoksit dismutaz enzimleri ROS detoksifikasyonu gerceklestirerek
hiicresel antioksidan savunma mekanizmasini olustururlar (O’Sullivan ve digerleri, 2011).
Ayrica ROS, biyolojik membranlarda bulunan poliansatiire yag asitlerinde (PUFA)
oksidasyona yol acarak lipit peroksidasyonunu baslatirlar. Lipit peroksidasyon
reaksiyonlar1 sonucunda olusan lipit peroksitleri (lipit peroksit, siklik peroksit ve siklik
endoperoksit), sekonder veya son iriinler olan Malondialdehit (MDA), 4-Hidroksinonenal
(HNE) ve hegzenal isimli aldehitlere doniisiir (Ozcan, Erdal, Cakirca ve Yonden, 2015).

Bu maddelerin hiicrelerde birikmesi sonucu, hiicrede oksidatif hasar meydana gelir.
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Hiicreyi hasara ugratan bu lipit peroksidasyon iiriinlerine karsi hiicrenin korunmasi da

antioksidatif etki a¢isindan dnemlidir.

Calismada kullanilan piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin, pek ¢ok saglik problemine
sebep olan oksidatif hasar1 Onleyici ve oksidatif hasara karst koruyucu etkileri
arastirtlmigtir. Her iki pigmentinde artan konsantrasyonlarda antioksidatif etkilerinin arttig1
ve yakin antioksidatif etki gosterdikleri tespit edilmesine karsin, piyosiyanin pigmentinin
daha oOne c¢iktig1 belirlenmistir. H2O, ile noroblastoma hiicresinde oksidatif hasar
yaratilarak antioksidan enzim aktiviteleri inhibe edilmis, pigment uygulanan gruplarda
oksidatif hasar yaratilmig olan kontrol gruplarina gore, antioksidatif enzim aktivitesinde
artis gozlenmistir. Her iki pigment i¢in de antioksidan enzim aktiviteleri yakin olmasina
karsin piyosiyanin pigmentinin daha 6ne ¢iktigi goriilmiis, bu etkinin molekiiler olarak
daha kiigiik bir yapida olmasi ve redoks aktif 6zellik tasimasindan (Moayedi, Nowroozi ve
Sepahy, 2018) kaynaklandigi distinilmiistiir. Noroblastom hiicresine uygulanan
piyosiyanin ve prodigiosin pigmentleri, hiicrede oksidatif hasar yaratarak, MDA
miktarinda meydana gelen artisi inhibe etmistir. Pigment uygulanan gruplarin MDA
seviyesinde diigiis gozlenmistir. Her iki pigment de yakin oranlarda MDA iizerine etki
gostermis ancak, piyosiyaninin daha yiiksek inhibisyon gosterdigi belirlenmistir. Yapilan
AChE inhibisyonu ve antioksidatif etki ¢aligmalar1 sonucunda, piyosiyanin pigmentinin
antioksidatif etkilerinin bulundugu ortaya konmustur. Antioksidanlarmn, serbest radikalleri
nétralize ederek, noron kayiplarina karsi terapotik etkiler gosterdigi caligmalar dikkate
alindiginda, piyosiyanin pigmentinin AChE artisin1 inhibe edici 6zelliginin yani sira,
AChE indiiksiyonundan koruyucu ozelliginin de olabilecegi diistiniilmistir. Cikan
sonuclar, pigmentlerin antioksidan etkilerinin arastirildigi caligsmalar1 destekler nitelikte
olup, bu pigmentlerin antioksidan enzim aktivitelerini arttirarak ve oksidatif hasara sebep
olan lipit peroksidasyon iiriinlerinin artigin1 inhibe ederek, oksidatif hasara ve oksidatif
hasarin sebep oldugu durumlara karsi koruyucu etkileri bulundugu goriisiini
desteklemektedir. Bu sonuglar dogrultusunda, antioksidatif etkiye sahip olan dogal bir
boyar madde olarak, bu pigmentlerin oral yolla alindiginda hiicrelerdeki antioksidan
mekanizmay1 arttirarak, oksidatif hasar sonucu olusabilecek pek c¢ok hastalifin
Onlenebilecegi diisintilmiistiir. Pigmentlerin, farkli hiicre hatlarinda inceledigimiz
antioksidatif etkileri {izerine, literatiirde caligmalar yetersiz oldugundan, yaptigimiz

caligma 6n ¢alisma niteligindedir ve olduk¢a dnemlidir.
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Kismi olarak saflastirilan piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin antikanser aktiviteleri,
SK-MEL-30 deri kanseri ve HT-29 kolon kanseri hiicreleri tizerinde c¢alisilmis ve
pigmentlerin 10-100 uM derisimlerde uygulamalar1 yapilmistir. Deri kanseri hiicrelerine
18 saat uygulama yapilan piyosiyanin pigmentinin ICso degeri 72 pM, prodigiosin
pigmentinin ICso degeri ise 70 uM olarak belirlenmistir. Kolon kanserinde ise yalnizca
prodigiosin pigmentinin antikanser etkisi tespit edilmistir (ICso degeri 47 uM). Piyosiyanin
pigmenti yalnizca deri kanseri iizerinde antikanser etki gdsterirken, prodigiosin pigmenti
her iki kanser hiicresinde de antikanser aktivite gostermistir. Prodigiosin pigmentinin her
iki hiicre hattinda da antikanser etki gostermesine karsin, kolon kanseri ilizerinde daha
yiikksek antikanser aktivite gosterdigi ortaya konulmustur. Araujo ve digerleri (2013)
tarafindan yapilan calismaya gore, deri kanseri hiicrelerinde, piyosiyanin ve prodigiosin
pigmentlerinin 75 ve 100 puM derisimlerdeki uygulamalarinin antikanser ajani olarak
kullanilabilirligini diisiindiiriirken, kolon kanserinde yalnizca prodigiosin pigmentinin 50,
75 ve 100 uM derisimlerdeki uygulamalarinin antikanser ajani olarak kullanilabilirligini
diistindiirmiistiir. Antikanser aktiviteleri belirlenen pigmentlerin ayni zamanda ICso
konsantrasyonlarinin da sitotoksik etki gdstermedigi belirlenmistir. Dolayisiyla, antikanser
aktivite gosteren her iki pigmentinde, giivenli bir sekilde kanser ilact etken maddesi olarak
kullanim1 Onerilebilir. Her iki pigmentin de deri kanserinde antiproliferatif etki
gostermesine karsin, prodigiosin pigmenti daha yiiksek antikanser aktivite gostermistir.
Prodigiosin pigmentinin bu etkisinin, prodigiosin pigmentine 6zgii olan pirol halkasina
sahip olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmiistiir. Piyosiyanin tarafindan indiiklenen kanser
hiicrelerindeki hiicre 6liimiiniin ise piyosiyanin pigmentinin, diisiik molekiil agirlikll
redoks aktif bir madde olmasi ve hiicresel zarin1 kolayca gegebilen bir zwitter iyon 6zellige
sahip olmasindan kaynaklandigi 6ngoriilmektedir (Zhao, Wu, Alfred, Wei ve Yang, 2014).
Piyosiyanin pigmentinin DNA interkalasyonu, topoizomeraz inhibisyonu ve hiicre
gecirgenligindeki indiiksiyonu gibi biyolojik 06zelliklerinin kanser/timdér hiicrelerinin
inhibisyonu i¢in kullanilabilecegi ortaya konmustur (Patil ve digerleri, 2017). Patil ve
digerleri (2016), saflastirilmis piyosiyanin pigmentinin (farkli konsantrasyonlarda), insan
derisi melanom hiicre hatt1 SK-MEL-2'ye kars1 antikanser aktivitesi lizerine ¢alismis ve
piyosiyaninin, SK-MEL-2 hiicrelerine kars1, gii¢lii antikanser aktivitesi sergiledigini tespit
etmisler, piyosiyanin pigmentinin, SK-MEL-2 hiicrelerinin doza bagli inhibisyonunu rapor
edilmigtir. Patil ve ekibi (2017)’nin yapmis oldugu bir baska ¢alismada elde ettikleri
sonuglar, ¢alismamiz sonucunda buldugumuz piyosiyanin pigmentinin antiproliferatif

etkisini desteklemektedir. Prodigiosinler, normal hiicreler iizerinde ¢ok az veya hig¢ etkisi
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olmadan, esas olarak kanser hiicrelerini hedefler. Espona-Fiedler ve digerleri (2012), SK-
MEL-28 ve SK-MEL-5 hiicrelerine farkli dozlarda (1 mM-8 mM) 24 ve 48 saatlik
stirelerde prodigiosin uygulamiglardir. Hiicre caliliginin, prodigiosin ile doza baglh olarak
azaldigi, prodigiosinin yar1 inhibitér konsantrasyon (ICsg) degerinin sirasiyla SK-MEL-
28’de 4,51£0,47 uM ve SK-MEL-5'te 1,02+0,15 uM oldugu bildirilmistir. Baska bir
calismada, SK-MEL-28 insan melanoma hiicresine 48 saatlik prodigiosin uygulamasinin
sonucunda ICsg degerinin 2,8 uM oldugu ortaya konmustur (Lee ve digerleri, 2011). Oh ve
digerleri (2016), alt1 farkli insan kanser hiicresi ile yapmis olduklar1 antikanser
caligmasinda bu hiicrelere farkli konsantrasyonlarda prodigiosin uygulayarak prodigiosin
pigmentinin kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisini incelemistir. Bu c¢alisma
dogrultusunda 24 saatlik pigment uygulamasi yapilan SK-MEL-5 hiicresi i¢in ICso degeri
41,3 uM bulunmustur. Farkli arastirmacilar; kolorektal kanser hiicre hattt (HT-29),
karaciger (HepG2), HL60 ve jurkat, gogiis (T47D) kanseri hiicrelerinin prodigiosin ile
tedavisinin, bu hiicrelerde apoptozisin indiiklenmesine yol actigin1 ve hiicrelerin nekrozu

azalttigim1 gostermislerdir (Ghoreishi ve Sam, 2017).

Gida, tekstil ve kozmetik gibi pek ¢ok alanda kullanilan sentetik pigmentlerin yan
etkilerinin ortaya konmasi ile dogal pigmentlere olan ilgi giinden giine ivme kazanmistir
(Unyayar ve digerleri, 2005). Saricaoglu ve Turhan (2013) tarafindan yapilan baska bir
caligmada ise piyosiyanin, stabilite agisindan kolaylik saglayacak ve katilan rengi en iyi
yansitabildigi diisiiniildiigii icin model gida olarak dondurmaya uygulanmistir. Calisma
kapsaminda elde edilen piyosiyanin pigmentinin sade dondurmaya istenen diizeyde renk
kazandirabildigi belirlenmistir. Depolama siirecinin basinda ve sonunda yapilan
gozlemlerde ise 3 ay siiresince renklerini koruyabildikleri ve dondurmada istenmeyen bir
renk degisikligine yol agmadigi gozlenmistir. Caligmanin gelinen asamasinda renk
maddesine toksik testler yapilmadigindan dolayr dondurmanin duyusal o6zellikleri
belirlenmemistir. Bundan dolayr depolama boyunca sadece gozlemsel degerlendirmeler
yapilmistir. Namazkar ve Ahmad (2013), prodigiosinin optimum g¢alisma kosullar1 altinda
bir renklendirici olarak kullanilabilirligini ortaya koymus, buna ek olarak yogurt, siit ve
gazli igeceklere uygulamasini yapmislardir (Namazkar ve Ahmad, 2013). Yiiriitmis
oldugumuz tez caligmasinda gida maddesi olarak daha cok siislemelerde tercih edilen seker
hamuru secilmis, prodigiosin pigmentinin renklendirme olarak seker hamurunda

piyosiyanin pigmentine gore daha rahat kullanilabildigi gézlemlenmistir.
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Alzahrani ve Algahtani (2016)’nin yapmis oldugu ¢alismada daha genis sanayi alanlarinda,
kumas ve hali, kagit ve miirekkep endiistrisinin kullanim olasilig1 ic¢in kullanilan
malzemelerin dogal bir renklendirici ve antibakteriyal aktivitenin yani sira antifungal
aktiviteye sahip tekstil boyar maddesi olarak piyosiyanin kullanilmasini 6nermektedir.
Shaikh (2016)’nin ortaya koydugu ¢alismada prodigiosin kumas tarafindan 6ziimsendigini
ancak tekstilde deterjan kullaniminin boyay1 uzaklastirmasindan dolay1 boyayr kumasa
sabitleyecek maddelerin  kullanimin1  6nermistir. Krishna, Basheer, Beena ve
Chandrasekaran, (2008)’de prodigiosinin tekstil malzemelerinde dogal boya olarak
kullanilabilirligini ortaya koymustur. Benzer sonuglar Shahitha ve Poornima (2012)
tarafindan yapilan ¢aligmada da bildirilmis ve bizim kumasa uyguladigimizda ortaya ¢ikan
sonuglar1 desteklemistir. Yapilan baska bir tekstil uygulamasinda ise prodigiosinlerin, ipek
kumaglarda antibakteriyel 6zellige sahip bir boyar madde olarak kullanilabilirlikleri rapor
edilmistir (Gong ve digerleri, 2018). Asit, alkali ve deterjanlara direngli olan prodigiosin,
tekstil endiistrisinde bir renklendirici olarak daha da kesfedilebilir. Pigmentin
antimikrobiyal ve antioksidan potansiyeli, prodigiosinin terapdtik olarak gelecekteki olasi
kullanimimi hedefleyebilir (Gulani, Bahattacharya ve Das, 2012). Bu veriler dogrultusunda
piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin kumasa sabitlenmesini saglayan ve mordant
olarak bilinen kimyasal maddeler kullanilarak kaliciliklarinin arttirilmasi ve antibakteriyal

boyar madde olarak daha fazla ¢aligmalar yapilarak endiistriye sunulmasi diistiniilmiistiir.

Genel olarak sonuclar degerlendirildiginde bakterilerden elde edilen piyosiyanin ve
prodigiosin pigmentlerinin, model hiicreler iizerinde sitotoksik etki gdstermezken, farkli
kanser hiicre hatlar1 {izerinde her iki pigmentinde farkli mekanizmalarla antiprolieratif
etkiye sahip olduklar1 ortaya konmugstur. Piyosiyanin pigmenti yalnizca SK-MEL-30 hiicre
hattina antiproliferat etki gosterirken, prodigiosin pigmenti hem SK-MEL-30 hem de HT-
29 hiicre hattina karsi antiprolieratif etki gostermistir. Her iki kanser hiicre hatt1 i¢inde
antiproliferatif etki gésteren prodigiosin pigmentinin molekiiler yapisinda pirol halkasi
bulundurmas: nedeni ile daha yiiksek antiproliferatif etki gosterdigi diistiniilmektedir.
AChE inhibisyon etkisi ve antioksidan etkisi ortaya konan piyosiyanin pigmentinin
gidalarda katki maddesi, ilacta etken madde olarak kullanimi sonucunda oral yolla
alindiginda noral hasara karsi koruyucu ve antikanser etkeni olarak alternatif kullanimi
Onerilebilir. Ayn1 zamanda bu tez kapsaminda alinan verilerden ve literatiir taramalarindan,
pek cok farkli biyoaktiviteye sahip olan piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin, basta

gida, tekstil, ilag ve kozmetik olmak iizere pek ¢ok endiistriyel alanda kullanilan ve
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oldukga farkli yan etkilere sahip olan sentetik katki maddelerine ve boyar maddelere
alternatif olarak kullanilabilirligi ongoriilmektedir. Ancak bu alanda bakterilerden elde
edilen pigmentlerin ¢esitli endiistriyel uygulamalarda 6nerilebilmesi ve kesin bir yargiya
varilabilmesi ig¢in in vitro ve in vivo calismalar yapilarak sonuglarin desteklenmesi

gerekmektedir.
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6.SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, P. aeruginosa MB713 susundan piyosiyanin ve S. marcescens
susundan prodigiosin elde edilmis ve saflastirilarak miktar tayini yapilmigtir. Ayrica, her
iki pigmentinde UV-Vis spektrofotometrik, FT-IR ve GC-MS analizleri ile
karakterizasyonu yapilmis ve pigmentler dogrulanmistir. Biyolojik etkinlik testlerine gore,
antioksidan etkileri tespit edilen pigmentlerin deri kanseri ve kolon kanseri hiicreleri
tizerinde antiproliferatif etkileri ve ndroblastoma hiicresinde AChE inhibisyon aktivitesi
(prodigiosin hari¢) belirlenmistir. Elde edilen pigmentlerin gida ve tekstil materyallerinde
boyamalar1 yapilmistir. Bu etkileri dikkate alinarak bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalar

sonucunda elde edilen veriler asagida 6zetlenmektedir:

1. Her iki susun da maksimum pigment tiretimini logaritmik fazin sonu, durgunluk fazinin
basinda gdsterdigi belirlenmistir.

2. P. aeruginosa MB713 susu tarafindan iiretilen piyosiyanin pigmentinin en iyi tiretildigi
kosul, MFDM besi ortami, 6 giinliik inkiibasyon ve ¢alkalamali inkiibator (51 pg/mL),
S. marcescens MB703 susu tarafindan iiretilen prodigiosin pigmentinin en iyi tiretildigi
kosul ise NA besi ortam1 ve 6 giinliik inkiibasyon (72 mg/L) olarak tespit edilmistir.

3. Pigmentlerin  UV-Vis spektrofotometrik analizinde piyosiyanin pigmentinin UV
spektrumu 278 nm, prodigiosin pigmentinin UV spektrumu ise 538 nm olarak
belirlenmis, bu piklerin pigment varligin1 gosterdigi literatiirlerle dogrulanmugtir.

4. GC-MS analizi sonucunda fenazin varligini ifade eden, 196 m/z’deki pik, piyosiyanin
pigmentinin varhi§imi gostermistir. Diisiik molekiil agirligina sahip fenazin tiirevi olan
piyosiyanin pigmentinin, biyoaktif oOzellikleri iizerine (AChE inhibisyonu ve
antioksidatif aktivitesi) etki ettigi ongorilmiistiir.

5. FT-IR analizi sonucunda goriilen pikler, piyosiyanin ve prodigiosin pigmentleri i¢in
fonksiyonel gruplari ortaya koymustur. Piyosiyanin pigmenti i¢in fonksiyonel grubun
aromatik bilesikler ve fenazin halkasi, prodigiosin pigmenti i¢in ise pirol, amid, metilen,
metil, alken gruplar1 oldugu belirlenmistir.

6. Deri kanseri ve kolon kanseri hiicreleri iizerindeki antikanser aktiviteleri incelenen
piyosiyanin pigmenti yalnizca SK-MEL-30 hiicrelerinde bu etkiye sahipken, prodigiosin
pigmentinin her iki kanser hiicresinde de antiproliferatif etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Dolayisiyla bu pigmentler arasinda prodigiosin pigmentinin piyosiyanine

gore daha yiiksek antiproliferatif etkiye sahip olmasinin, antikanser ¢aligmalarinda daha
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cok tercih edilebilecegi diisiincesini desteklemektedir. Prodigiosin pigmentinin daha
yiiksek antiproliferatif etkiye sahip olmasinin sebebi pirol halkast bulundurdugu bilinen
farkli kimyasal yapiya sahip olmasi ile iliskilendirilebilir.

7. Saglikl fare fibroblast hiicresinde piyosiyanin pigmentinin ICso degeri 101 uM olarak
belirlenirken, prodigiosin pigmentinin 1Cso degerleri 83 uM olarak belirlenmistir.
Pigmentlerin insan noroblastom hiicrelerindeki 1Cso degerleri ise 115 uM (piyosiyanin)
ve 130 uM (prodigiosin) olarak belirlenmistir. Denenen her iki kanser hiicresi igin
piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin 1Cso degerleri sirasi ile deri kanseri
hiicresinde 72 uM ve 70 uM olarak, kolon kanseri hiicresinde ise yalnizca prodigiosinin
antikanser etkisi gozlendiginden 47 uM olarak hesaplanmistir. Her iki pigment i¢in de
antiproliferatif etkinin belirlendigi konsantrasyonlarin iizerindeki konsantrasyonlarda
sitotoksik etki gosterdiginin belirlenmesi, antiproliferatif calismalarda etkin olan
konsantrasyonun, saglikli hiicre bakimindan giivenle kullanilabilecegi soylenebilir.

8. P. aeruginosa MB713 susundan izole edilen piyosiyanin pigmentinin, in vitro ve H20-
ile AChE iiretimi uyarilmis noroblastoma hiicrelerinde AChE inhibisyon etkisi oldugu,
prodigiosinin ise AChE inhibisyon etkisi gostermedigi belirlenmistir. AChE
inhibisyonu, Alzheimer’da ila¢ adayi etken maddelerin se¢iminin temel Kriteri olarak
kabul edildiginden, piyosiyanin pigmentinin, AChE inhibisyon etkisinden dolay1
Alzheimer’da ilag aday1 olma potansiyeli bulunabilir.

9. Noroblastoma hiicresinde oksidatif hasar yaratarak olusturulan modelde, artan MDA
miktarin1 her iki pigmentinde baskiladigi ancak, piyosiyanin pigmentinin daha ytliksek
baskilama gosterdigi belirlenmistir. Bu sonug¢ dikkate alindiginda, hiicrede oksidatif
hasara bagli olusabilecek norodejeneratif hastaliklarda, piyosiyanin pigmentinin
oksidatif hasar1 gidererek noral koruyucu etkisinin oldugu sdylenebilir.

10. Her iki pigmentin de HT-29 kolon kanseri ve SK-MEL-30 deri kanseri hiicreleri
iizerinde antioksidan etki gostererek, antiproliferasyonla antikanser etki goriilmiis olup,
en 1y1 antikanser etkisini pirol halkasi bulundurmasi nedeniyle, prodigiosin pigmentinin
gosterdigi belirlenmistir.

11. Boyar madde uygulamalarinda pigmentlerin 100°C’ye kadar dayanmasi, 6zellikle bu
sicakliga kadar olan birgok endiistriyel uygulamada kullanim potansiyellerini
gostermistir. Ayrica, 100°C’nin Ustiindeki sicakliklara kars1t renk stabilitesinin
bulunmadigi, renk kalicilig1 saglanmasi i¢in iizerine ¢ikacak sicakliklardan kaginilmasi

gerektigi tespit edilmistir.
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Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalarin sonuglar1 degerlendirildiginde asagidaki oneriler elde

edilmistir.

1. Bu tez kapsaminda, biyoaktiviteleri kanitlanmis olan piyosiyanin ve prodigiosin
pigmentlerinin iiretimini arttiracak yeni indiikleyicilerin arastirilmasiyla daha yiiksek
verimde pigment eldesi saglanabilir.

2. Daha yogun pigment lretimi icin ileri derece saflastirma yontemleri gelistirilerek,
yiikksek yogunlukta elde edilen pigmentlerin hiicreler iizerindeki etkilerinin farkll
konsantrasyonlarda denenerek, toksisite daha da azaltilarak, pigmentlerin
uygulanmasinin giivenilirligi artirilabilir.

3. Pigmentlerin toksik olmadiginin ileri diizey toksisite testleriyle test edilerek,
yaptigimiz ¢alismalar desteklenebilir.

4. Piyosiyanin ve prodigiosin pigmentlerinin noéroprotektif ve antikanser etkisinin
molekiiler diizeyde arastirilarak, etkiledigi yolaklar incelenebilir ve bu yolaklara
yapilabilecek miidahalelerle pigmentlerin etkileri artirilabilir.

5. Gida, tekstil ve kozmetikte, farkli boyama teknikleri ve konsantre boyar maddeyle
daha iyi boyanma saglanarak, boyanin kumasa tutunabilirligi artirilabilir ve daha az

miktarda boyayla, daha verimli boyama gergeklestirilebilir.

Sonug olarak; P. aeruginosa MB713 susundan izole edilen piyosiyanin pigmenti ve S.
marcescens MB703 susundan izole edilen prodigiosin pigmentinin, ndroblastoma ve
saglikli fare fibroblast hiicresine (saglikli hiicreler) uygulanan dozlarinin, antiproliferatif
etki gosterdigi konsantrasyonlarda sitotoksik etki gostermedigi belirlenmistir. Dolayisiyla,
antiproliferatif etkide, bu konsantrasyonlar giivenle kullanilabilir. Piyosiyanin pigmentinin
antioksidan etkisi, deri kanseri hiicresinde antiprolieratif etkisi ve néroblastoma hiicresinde
norodejeneratif hasara kars1 koruyucu etkisinden dolayi, piyosiyanin pigmentinin ilag¢ etken
maddesi veya tekstilde deri kanserine, gidada ise Alzeimer gibi nérodejeneratif hastaliklara
kars1 koruyucu boyar madde olarak kullanimi diigiiniilmiistiir. Prodigiosin pigmentinin ise
kolon kanseri hiicresinde gosterdigi antiproliferatif ve antioksidan etkiye gore, ila¢ etken
maddesi veya kolon kanserine karsi koruyucu gida boyar maddesi olarak kullanimi
miimkiin olabilir. Bu sonuglar dogrultusunda, izole edilen pigmentlerin gida, tekstil ve
kozmetik endiistrilerinde sentetik renklendiricilere alternatif olabilecegi, kanser ve AH ilag

etken maddesi olarak gosterilebilecegi 6ngoriillmiistiir.
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