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YUKSEK LiSANS TEZI

Streptomyces bottropensis SY8 KOKENLI MELANININ BIYOLOJIK AKTIVITESININ
ARASTIRILMASI

Sevval YILDIRIM
Danmisman: Prof. Dr. Mesut TASKIN

Amac: Bakteri kaynakli pigmentlerin en bilinenleri melaninler, karotenoidler, prodigiozin,
viyolasin, piyosiyanin, bakteriyoklorofiller ve monasinlerdir. Melaninler, UV, glines ve gama
radyasyonuna kars1 koruyucu bir rol oynar ve agir metal toksisitesine kars1 dayaniklilik saglar.
Bu ¢alisma, hiicre dis1 melanin iiretebilen yeni bir Streptomyces susunun izole edilmesi ve bu
izolattan  saflagtirllan melaninin  biyolojik  aktivitelerinin  arastrilmasi  amaciyla
gerceklestirilmistir.

Yontem: izolasyon deneyleri tirozin agar besiyerinde gerceklestirilmistir. Izolatlarin melanin
tiretim yetenekleri tirozin broth besiyeri ortaminda test edilmistir. Melanin iiretici en iyi izolatin
tanimlanmas1 16S rRNA dizi analizine gore gerceklestirilmistir. Bu izolatin melanin liretme
yetenegini artirmak i¢in, farkli besiyerleri, kiiltiir pH’ lar1, sicakliklar ve inkiibasyon siireleri
test edilmistir. Melanin saflastirilmasi asit ¢oktiirmesi (SN HCI) yontemi ile gerceklestirilmistir.
Saflastirilan melaninin karakterizasyonu i¢in, fonksiyonel grup analizi (FTIR) ve dalga boyu
taramas1 (UV-VIS spektrofotometre) yapilmistir. Melaninin in vitro antioksidant aktivitesi
DPPH, ABTS, hidroksil (OHe) ve siiperoksit (O2¢) radikallerine kars1 test edilmistir. Melaninin
sitotoksisitesi, deri yaslanma karsit1 (H202 ile indiiklenen hiicre yaglanmasi) ve yara iyilestirme
ozellikleri (¢izik yontemi) in vitro’ da L929 hiicre hatt1 (fare fibroblast hiicre hatti) lizerinde
arastirilmistir. Melaninin irritasyon 6zelligi Tavuk yumurtasi-koryoallantoik membran (HET-
CAM) testine, antibakteriyel 6zelligi ise kuyu-difiizyon yontemine gore analiz edilmistir.

Bulgular: Toplam 18 bakteri izolat1 arasinda, patates tarlasi topragindan izole edilen SY8
susunun en fazla melanin {rettigi belirlenmistir. Bu izolat S. bottropensis (GenBank:
PQ565816) olarak teshis edilmistir. Bu izolattan maksimum melanin iiretimi PYITB (pepton-
maya ekstrakti-demir-tirozin broth) besiyerinde basarilmistir. Melanin {retimi i¢in diger
optimal parametrelerin pH 8, 30°C’ lik sicaklik ve 168 saatlik inkiibasyon siiresi oldugu
belirlenmistir. Saflastirilan melanin i¢in maksimum absorbans 235 nm'de oOl¢iilmiistiir. FTIR
analizlerinde, melanin yapisini isaret eden absorbans bandlari tespit edilmistir. Melaninin,
DPPH, ABTS, OHe ve Oz radikallerini etkisizlestirebildigi belirlenmistir. Melanin L929
hiicreleri {lizerinde sitotoksisiteye neden olmamis ancak ve H202 ile indiiklenen hiicre
yaslanmasini azaltabilmistir. HET-CAM testi melaninin irritasyona neden olmadigini, kuyu-
difiizyon testi ise melanin antibakteriyel etkinlige sahip olmadigini ortaya ¢ikardi. Cizik testi
ise kontrole oranla melaninin hiicre go¢ilinii ve yara kapanmasini istatiksel olarak artirdigini
ortaya ¢ikardi.

Sonuglar: Bu c¢alisma, S. bottropensis'in melanin iiretim potansiyeline iligskin ilk rapordur.
Calisma bu bakteriden elde edilen melaninin, deri yaslanmasinin engellenmesi ve deri
yaralariin iyilestirilmesi amaciyla kullanilabilecegini ortaya ¢ikarmistir.

Anahtar Kelimeler: Streptomyces, melanin, toprak, izolasyon, biyolojik aktivite
Aralik 2024, 65 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

INVESTIGATION OF BIOLOGICAL ACTIVITIES OF Streptomyces bottropensis SY8 -
DERIVED MELANIN

Sevval YILDIRIM
Supervisor: Prof. Dr. Mesut TASKIN

Purpose: The most well-known pigments of bacterial origin are melanins, carotenoids,
prodigiosin, violacin, pyocyanin, bacteriochlorophylls and monacins. Melanins play a
protective role against UV, solar and gamma radiation and provide resistance to heavy metal
toxicity. This study was performed to isolate a new Streptomyces strain capable of producing
extracellular melanin and to investigate the biological activities of melanin purified from this
isolate.

Method: Isolation experiments were carried out on tyrosine agar medium. Melanin production
potentials of isolates were tested in tyrosine broth medium. Identification of the best melanin
producing isolate was carried out according to 16S rRNA sequence analysis. To increase the
melanin-producing ability of this isolate, different media, culture pHs, temperatures and
incubation times were tested. Purification of melanin was carried out by acid precipitation (5N
HCI) method. For the characterization of purified melanin, functional group analysis (FTIR)
and wavelength scanning (UV-VIS spectrophotometry) were performed. The in vitro
antioxidant activity of melanin was tested against DPPH, ABTS, hydroxyl (OHe) and
superoxide (O2¢) radicals. The cytotoxicity, skin anti-aging (H202-induced cell senescence) and
wound healing properties (scratch method) of melanin were investigated in vitro on the L929
cell line (mouse fibroblast cell line). The irritation property of melanin was analyzed according
to the Chicken egg-chorioallantoic membrane (HET-CAM) test, and its antibacterial property
was analyzed according to the well-diffusion method.

Findings: Among the 18 bacterial isolates, the SY8 strain isolated from potato field soil was
found to produce the maximum amount of melanin. This isolate was identified as S.
bottropensis (GenBank: PQ565816). Maximum melanin production from this isolate was
achieved in PYITB (peptone-yeast extract-iron-tyrosine broth) medium. Other optimal
parameters for melanin production were initial pH of 8, temperature of 30°C and incubation
time of 168 hours. The maximum absorbance for purified melanin was measured at 235 nm. In
FTIR analyses, absorbance bands indicating the structure of melanin were detected. Melanin
could neutralize DPPH, ABTS, OHe and O radicals. It was determined that melanin did not
cause cytotoxicity on L929 cells but could reduce H202-induced cell senescence. The HET-
CAM test revealed that melanin did not cause irritation, while the well-diffusion test revealed
that melanin did not have antibacterial activity. The scratch test revealed that melanin
statistically increased cell migration and wound closure compared to the control.

Conclusions: This study is the first report on the melanin production potential of S.
bottropensis. The study revealed that melanin obtained from this bacterium can be used to
prevent skin aging and heal skin wounds.

Keywords: Streptomyces, melanin, soil, isolation, biological activity
December 2024, 65 pages



ICINDEKILER

KABUL VE ONAY TUTANAGI ...ttt i
ETIK BILDIRIM VE INTIHAL BEYAN FORMU ........ocviiiiiiiiiiiieeiinsineiensssssisseesesssenes ii
TESEKKUR .....ocooviviviieieieteieiee e et e ettt ts ettt sttt et se st et etetetetetetatesesesetesesasatesasaens iii
OZET ottt iv
ABSTRACT ettt b et b e bt et e bt e b e b et b e b r e b et et b e %
ICINDEKILER .....cocviviiicceete ettt en et s sttt s s sae et en s aea st ssensna st sasannneens vi
TABLOLAR DIZINI.....cocoiiiiiiiieeeee ettt viii
SEKILLER DIZINI.....cooiiuiiiiiiiiiiieieeieeee ettt IX
KISALTMALAR VE SIMGELER DIZINI.....cccociiiiiiiiniieeeeesesisseeenenene, X
GIRIS .ottt ettt ettt ee ettt ettt et en ettt s s ettt s s naet et 1
KURAMSAL TEMELLER .......cciiiie ittt ta e sta e nnae e 3
Mikrobiyal Pigment Uretimini Etkileyen Baslica Faktorler...........c.cocovovvvveverivicceerennan 3
Mikrobiyal pigmentlerin kullanim alanlart ............cccooeiiiiiiiiiiiii, 3
IMIBIANIN L. 4
IMEIANTN SENTEZI ...ttt 9
Pigmentlerin bakterilere sagladigl yararlar.........cccccoceviiiiiiiiiiiienie e 10
Uygulama alanlart ...........cooviiiiiiiiiiii e 11
MATERYAL VE METOT ...ttt sttt 20
Melanin Ureten Streptomyces Suslarinin 1zolasyonu ..............cccevveeevereceerricvereserennnn, 20

Streptomyces Izolatlarinin Melanin Uretim Potansiyeli ve Tirozinaz Aktivitesinin

AANTIZI e 20
En tiretken izolatin molekiiler olarak tanimlanmast ............ccocoeeiiiiieniiiiicncceee 21
Calkalamali sise kiiltiirinde melanin tiretiminin OptimiZaSyonu...........ccocveerveeriveerieennn 21
Fermantasyon Parametrelerinin ANAlIZi..........cccooeieeiiiie i 21
Tirozinaz aktivitesinin DelirlenNMESi.........cccoov i 21
Melaninin Saflagtirilmast.......coueiiiiiiiie e 22
Saflastirilmis Melaninin KarakterizasSyonu..........ccevuieniniiiiniiiiienie e 22
Melanin'in suda ¢6ziiniirliigii ve UV-vis spektrofotometrik analizi ............c..cccoovevennne 22
Fourier doniistimlii kizil6tesi (FT-IR) ile melaninin analizi.........c.ccccooevveviiiciicieennn, 23
Saflastirilmis Melaninin In Vitro Antioksidan AKEVITEST .........cccevveiiiiiiiiiieicsie e, 23
Saflastirilmis Melaninin Sitotoksisite ANAlIZi ........cocveveriieiniiiiiierie e 24

Vi



Hiicre 1¢1 ROS UN OIGUMIT .. .ceciiiiiiee it e e nanae e 25
Saflastirilmis Melaninin H202 Kaynakli Yaslanmaya Kars1 In Vitro Koruyucu Etkisi.. 25

Saflastirilmis Melaninin In Vitro Yara lyilestirme Potansiyelinin Arastirilmasi ........... 25
Saflastirilmis Melaninin Antimikrobiyal Ozelliginin Arastirilmast .........c.ccceevevevevennnee. 26
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA ... .coiiiii e 27
Ekstrasellular Melanin Ureten Mikroorganizmalarm 1zolasyonu............c.c.cceveivevnnnene. 27
SY8 Kodlu izolatin Molekiiler TeShiSi ........cccovevveruereiiriececieieieeesceie e eseseeeen, 28
SY8 Kodlu izolat” dan Melanin Uretiminin OptimizasyonU.............c.ccoveeverererrneeennnn. 29
Melaninin Total Uretimi ve Saflastirilmast .........cccveveveereiiiieseeee e 31
Melaninin KarakteriZaSYONU ..........coiieiieiiieiie e e sttt e saa e e sbeesreesnne e 31
Melaninin suda ¢oziniirligii ve UV-vis spektrofotometrik analizi ... 31
Melaninin FTIR @NAHIZI.........ooviiiiie e 32
Saflastirilmis Melaninin In Vitro Antioksidan AKEVItESI .........ccccveveeiieeiiiciie e, 33
Saflastirilmis melaninin sitotoKsisite analiZi.........ccovveiiveeiiiiieiiiie e 34
Melanin H20: ile Indiiklenen Deri Yaslanmasina Kars1 Koruyucu EtKisi ..................... 36
Saflastirilmis Melaninin In Vitro Yara lyilestirme Potansiyeli ........c.cocooeeveveveverererennnen. 36
Saflastirilmig Melaninin HET-CAM Testi ile Irritasyon Ozelliginin Arastirilmas ....... 39
SONUCLAR VE ONERILER ......ccccsuiitiiitiiisisisisse ettt 41
KAYNAKLAR .ttt b et ekttt e sbe e s nb e e be e et e e nbeeanbeereas 42
(07461 21 @11, 1 15U 53

vii



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1. izolatlarin Pigment ve Tirozinaz Uretme Potansiyelleri

viii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1. Streptomyces izolatlarinin 16S rRNA dizi analizi sonuglarina gore filogenetik

Yo 1o) DT PR PPN 29
Sekil 2. SY8 Kodlu Izolat” dan Melanin Uretiminin Optimizasyonu ................cccevvveeevevernnn 31
Sekil 3. Saflastirilanan melaninin UV-Vis SPEKIIUMU ........cccvevviiiiienie e 32
Sekil 4. Saflastirilmis Melaninin FTIR ile Fonksiyonel Gruplarinin Analizi ..............cccc........ 33
Sekil 5. Saflastirilan melaninin DPPH (a), ABTS (b), OHe (c) ve O2" (d) radikallerine kars1

in vitro antioksidant aktiViteleri ... 34
Sekil 6. Melanin toksisitesinin 1.929 hiicre hatt1 {izerinde test edilmesi.........ccccccoocvveeeiinnnnnn. 35

Sekil 7. L9209 hiicre hattinda 4 saatlik inkiibasyondan sonra test drneginin hiicre ici ROS
diizeyi Uizerindeki etKileri.........ccoiiviiiiiiiiiiiii e 35

Sekil 8. Test 6rneginin L929 hiicre hattinda indiiklenen H202'ye (250uM) kars1 potansiyel
KOPUYUCU EEKIIEIT.....cvieiecie ettt ettt ste e 36

Sekil 9. Melaninin zamana bagli olarak L929 hiicre hattinda in vitro yara iyilesmesi/¢izik testi

TZETINE CLKIST. euviiveeiieie ettt ab et nne s 37
Sekil 10. L.929 hiicre hattinda hiicre go¢iiniin morfolojik goriintiilenmesi...........cccccevvvvereennn. 37
Sekil 10. 1929 hiicre hattinda hiicre go¢iiniin morfolojik goriintiilenmesi..........cccccevvvernenne. 38

Sekil 11. Test numunesine maruz kalmasindan sonra farkli zaman noktalarindaki
HET-CAM teSt SONUGIATT ....eeiviieiiiie ittt 39

Sekil 12. Saflagtirilan melaninin antimikrobiyal etkinliginin test edilmesi ...........cccccvvvereenen. 40



ABTS

Da

DNA
DPPH
EPR
ESI-MS
FT-IR
HET-CAM
kDa

NMR

PCR

PKS

ROS
rRNA
SDS-PAGE
uv

XRD

KISALTMALAR VE SIMGELER DiZiNi

: 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)
: Dalton

: Deoksiribo Niikleik Asit

: 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil radikali

. Elektron Paramagnetik Rezonansi

. Elektrosprey iyonizasyon kiitle spektrometrisi

: Fourier Doniisiimli Kizilotesi

: Tavuk yumurtasi testi-koryoallantoik membran

: Kilodalton

: Niikleer Manyetik Rezonans

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Poliketid sentaz

- Reaktif oksidatif stres

: ribozomal RNA

: Sodyum dodesil stilfat—poliakrilamid jel Elektroforez
: Ultraviyole

: X-Ism Difraksiyon spektroskopisi



GIRIS

Pigmentler, genellikle biyolojik, kimyasal veya fiziksel siirecler sonucu olusan, 15181n
380 ile 750 nm arasindaki dalga boyunu absorbe edebilen ve goriiniir spektrumun geri kalanini
yansitan molekiiler yapilardir (Ramesh et al. 2019). Biyolojik terim biliminde pigment;
canlilarda bulunan, hiicrelerin i¢indeki graniillerde olusan, dokularda biriken veya viicut
stvilarinda slispansiyon seklinde bulunan renklendirici maddeler olarak tanimlanmistir

(Aberoumand, 2011).

Dogal pigmentler, mikroorganizmalar, bitkiler, algler, likenler gibi farkli
organizmalardan ve minerallerden elde edilen bilesiklerdir. Pigment iireten mikroorganizmalar,
renk cesitliligi bakimindan zengindir ve dogada yaygin olarak bulunmaktadir. Mantarlar ve
bakteriler gibi mikroorganizmalar, dogal yollardan elde edilen pigmentlerin kolaylikla
bulunabilen alternatif kaynaklarini olusturmaktadir (Arulselvi et al. 2014). Bakterilerden izole
edilen dogal pigmentler, bakteriyel pigmentler olarak ifade edilmektedir. Prodigiosin,
viyolasin, melanin bakteriler tarafindan tiretilen pigmentler arasinda yer almaktadir. Literatiirde
Streptomyces, Actinomyces, Flavobacterium, Rhodobacter, Pseudomonas gibi bakterilerin
pigment tirettigi rapor edilmistir. Mikrobiyal fermantasyonun, hammadde eksikligi olmamasi,
bliyiik 6lgiide parcalanabilir olmasi, mevsimsel olmamasi, daha kolay ¢ikarimi, daha ucuz
tiretimi ve daha yiiksek verimi gibi {irlin liretiminde sayisiz avantaji vardir (Devassy et al.
2024). Mikrobiyal kaynaklardan elde edilen baslica pigmentlere riboflavin, beta-karoten,
kantaksantin, prodigiosin, fikosiyanin, melanin, viyolasin, astaksantin ve likopen 6rnek olarak
gosterilebilir (Ozdal, 2019; Sen et al. 2019). Bu pigmentler gida, plastik, tekstil, boya, baski ve
kagit gibi endiistrilerde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Mikrobiyal pigmentler antioksidan,
antimikrobiyal, antikanser, antiinflamatuar, antiproliferatif, immiin baskilayici gibi 6zelliklere

sahiptir (Narsing et al. 2017).

Melanin, bir¢ok endiistride ¢ok sayida biyoteknolojik uygulama i¢in umut vadeden bir
biyomalzeme olarak kabul edilen dogal bir pigmenttir. Bakteriler, algler, mantarlar,
sefolopodlar ve deniz hiyarinda yaygin olarak bulunmaktadir. Eumelaninler, feomelaninler ve
allomelaninler olmak {izere Ui¢ tip melanin taninmaktadir. Eumelaninler, hayvanlarda ve
mikroorganizmalarda bulunan baskin formlardir ve bazi mantarlarda goriilmektedir;
feomelaninler ise memelilere veya kuslara 6zgtidiir. Her ikisi de tirozin tiirevleridir, ancak

feomelaninler, eumelaninlerdeki indol {initeleri yerine ¢gogunlukla benzotiazin ve benzotiazol



olmak tizere kiikiirt iceren monomerik tinitelerden olusur. Azot icermeyen bitki ve mantar
melanini genel olarak allomelanin olarak adlandirilir (Glagoleva et al. 2020). Melanin; kararl
serbest radikal durumu, ultraviyole-goriiniir (UV-Vis) 1sik emilimi ve kompleks olusturma ve
iyon degisimi kapasiteleri gibi benzersiz 6zellikleri nedeniyle, ¢ok cesitli biyomedikal ve

teknolojik uygulamalar i¢in giderek artan bir ilgi gérmektedir (Eom et al. 2024).

Melanin pigmenti, sahip oldugu cesitli biyolojik aktiviteleri nedeniyle saglik, ¢evre,
gida, ila¢ ve kozmetik endiistrilerinde dnemli potansiyele sahiptir. Antimikrobiyal, antikanser,
antioksidan, antiinflamatuar immiinomodiilatér, radyoprotektif gibi 6zellikleri, melanin
pigmentini farmasdtik ve biyoteknolojik uygulamalarda arastirilmaya deger bir bilesik

yapmaktadir (Ghattavi et al. 2022; Narsing et al. 2017).

Bu ozellikler géz oniinde bulundurularak yapilan tez ¢alismasinda; topraktan izole
edilen Streptomyces bottropensis’in  sivi  kiiltiir fermentasyonundan melanin {iretimi
gerceklestirilmistir ve pigmentin antikanser, antimikrobiyal, anti-aging ve yara iyilestirici

ozellikleri arastirilmistir.



KURAMSAL TEMELLER

Mikrobiyal Pigment Uretimini Etkileyen Bashca Faktorler

Mikrobiyal pigmentlerin {iretimi, mikroorganizmanin tiiriine bagli olarak inkiibasyon
sicakligindan etkilenir. Ornegin Monascus sp.’nin biiyiimesi pigment iiretimi igin 25-28
°C gerektirirken, Pseudomonas’in biiylimesi ve pigment iirertimi ig¢in 35-36 °C gerekir.
Mikroorganizmalarin yetistirildigi ortamin pH’1 pigment liretimini etkileyen faktorlerdir. pH’ta
ki ufak degisiklikler pigmentin renk tonunda degisiklige yol agabilir. pH her mikroorganizma
tiiriinde farklilik gdsterir. Ornegin Monascus sp. ve rhodotorula igin optimum pH sirasiyla 5,5-
6,5 ve 4,0-4,5’tir.

Mikroorganizmanin biiytimesi ve gelismesi karbon kaynagmin tiiriinden etkilenir.
Glikoz ve oligosakkaritleri biiyiime ve pigment iiretimi i¢in daha iyi karbon kaynaklaridir.
Ornegin Monascus sp. i¢in hacimsel pigment olusumu nisasta ve dekstrin iizerinde en iyi glikoz
ve  maltoz  ilizerinde orta  diizeyde ancak  truktoz  ilizerinde  zayifitr.
Mikrobiyal pigmentlerin iiretimi, mikroorganizmaya bagli olarak azot kaynagindan da etkilenir.
Ornegin monascus pigmentinin iiretimi i¢in en iyi kaynak amonyum kloriirdiir, ardindan
amonyum nitrat ve glutamat gelir. Ornegin pepton kullanimi Monascus sp.’den pigment
tiretiminde 6nemli bir rol oynar. Azot kaynag1 degiskenligi pigment renginin koyulugu agiklig

veya bulanikligi icinde dnemlidir (Joshi et al. 2003).

Fermentasyonun teknigi bir diger faktordiir. Fermantasyon tekniklerindeki gelismeler,
pigmentlerinin kolay tiretilmesine ve saflastirilmasini saglamistir. Kat1 faz fermentasyonu,
derin kiiltiir fermentasyonundan 3 kat daha fazla pigment verir (Kumar et al. 2015).
Pigment iiretiminde mineraller de 6nemli rol oynar. Cinko (Zn) sivi ortamda biiylimeyi
durdururken, kati ortamda kuvvetli biiyime ve gelisim gozlenir (Joshi et al. 2003).
Bunlardan baska kiiltivasyon ortami, havalandirma orani, 151k siddeti ve kalitesi, inorganik
maddeler [Co(NO3)2, Na2CO3, ZnSO4, MgS04, FeSO4, MnSO4, A12(S04)3] ayrica deterjan

katkilari, yaglar ve surfaktantlar da pigment iiretimini artirici aktivatorler olarak yer almaktadir.

Mikrobiyal pigmentlerin kullanim alanlar

Sentetik pigmentler, gida, tekstil, kozmetik ve eczacilik gibi bir¢cok sektdrde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ancak, bu pigmentlerin tiiketicilere yonelik toksik etkileri, dogal

pigmentlerin arastirilmasimi ve kullamimimi tesvik etmektedir. Dogal pigmentler, sadece



ekonomik agidan daha cazip hale gelmekle kalmaz, ayn1 zamanda antioksidan ve antikanser

ozellikler kazandirilarak saglik agisindan da olumlu katkilar saglar (Tuli et al. 2015).

Bakteriyel pigmentler, c¢esitli alanlarda Onemli kullanim potansiyeli sunan
biyomolekiillerdir. Bu pigmentler, gida endiistrisinde dogal boyar madde olarak kullanilir ve
gidalarin giines 1s18indan korunmasinmi saglayarak, raf omriinii ve kaliteyi artirmada etkili
olabilirler. Tekstil sektoriinde ise mikrobiyal kokenli kumas boyalar1 olarak kullaniima

potansiyelleri vardir (Rao et al. 2017).

Bakteri pigmentleri bu uygulamalarin yani sira ilag endiistrisi i¢in antioksidan,
antimikrobiyal, antiviral, antiprotozoal, antidiyabet, yara onarimi, yaglanma karsiti, parkinson
ve migren tedavisinde, katarakt onlenmesinde, antiiilserojenik ve daha pek cok biyolojik
aktivitelere sahiptir (Ozdal M., 2019).

Bakteriyel pigmentler ayn1 zamanda ¢evresel degisikliklere kars1 duyarliligi 6l¢mek icin
biyoindikator olarak da degerlendirilebilir, bu da onlarin kullanim yelpazesini genisletmektedir.

(Rao et al. 2017).

Melanin

Latincede, ‘melanin’ karanlik anlamina gelen ‘melanos’ kelimesinden geldigi
bilinmektedir. Bilimsel anlamda ilk olarak 1840’ta Isvecli bilim adami Berzelius tarafindan

koyu renkli bir pigment i¢in kullanilmistir (Singh et al. 2021)

Melanin, bitkilerde ve hayvanlarda yaygin olarak bulunan koyu kahverengi ile siyah
arasinda degisen bir pigmenttir (Mason, 1959). Bu melaninler, polimerize fenolik ve/veya
indolik bilesiklerden olusan, dogada yaygin olarak bulunan dogal pigmentlerdir. Bitkiler,
hayvanlar ve mikroorganizmalar tarafindan {retilebilen bu esrarengiz biyolojik
makromolekiiller, bakterilerden insanlara kadar genis bir yelpazede dogal olarak bulunur.

Melaninlerin biyolojik ¢esitliligi, bu pigmentin dogadaki 6nemini vurgulamaktadir.

Melanin hem kresolaz hem de katekolaz aktivitelerini gosteren bir monooksijenaz olan
tirozinaz enziminin etkisiyle olusur (Lerch, 1981). Tirozinazin iki enzimatik aktivitesi, 3,4-
dihidroksifenilalanini dopakroma doéniistiirmek i¢in bir araya gelir; bu dopakrom, ardindan bir
dizi enzimatik olmayan reaksiyonla polimerize edilerek melanini olusturur (Pomerantz and
Murthy 1974).

Melanin iiretiminin gergeklestigi bilinen bakteriler arasinda Aeromonas (Aurstad and
Dahle 1972), Azotobacter (Sen and Sen 1965), Mycobactenum (Prabhakaran et al. 1968),

Micrococcus (Mung and Kondrat'eva 1981), Bacillus (Aronson and Wermus 1965), Legionella



(Baine et al. 1978), Streptomyces (Arai and Mikami 1972), cinslerinin tiirleri yer aldigi

bilinmektedir.

Woese ve ark. (1990) tarafindan 6nerilen molekiiler tabanli yaklagima gore, diinyadaki
yasam formlar1 Archaea, Bacteria ve Eukarya olmak {izere ii¢ ana alana ayrilir. Eukarya alani,
iki katmanli bir zarla ¢evrili 1yi tanimlanmis bir ¢ekirdege ve belirgin bir zar i¢inde diger
organellere sahip organizmalar1 igerirken, Bacteria ve Archaea alanlari, sitoplazmalarinda
belirli bir zarla cevrili genoma (cekirdek) ve organellere sahip olmayan prokaryotik
organizmalari igerir (Krishnan 2021; Lee et al. 2023; Lee ve Ghos 2023). Bakteriler alan1 ¢ok
sayida subeyi igerir; ancak Actinobacteria, Bacteroidetes (Bacteroidota), Cyanobacteria,
Firmicutes ve Proteobacteria (Pseudomonadota) gibi bazi subeler endiistriyel, biyoteknolojik
ve tibbi kullanimlar1 nedeniyle iyi bilinmektedir. Actinobacteria subesi Bakteriler alanindaki
en biiylik subelerden biridir. Genomlarinda yiliksek GC igerigine sahip spor olusturan
bakterilerdir ve hem sucul (deniz dahil) hem de karasal ekosistemlerde yaygin olarak
bulunurlar.  Actinobacteria heterotrofik veya kemoototrofik olabilir, ancak ¢ogu
kemoheterotrofiktir ve ¢cok ¢esitli besin kaynaklar1 ve karmagsik polimerler kullanir. Morfolojik
Ozellikler agisindan, Actinobacteria iiyeleri bliylime kosullarina bagl olarak degisir; ancak,
cogunlugu filamentli mantarlara benzer tipik bir miselyal organizasyon sergiler. Actinobacteria
genellikle aerobiktir; ancak bazi cinsler fakiiltatif veya zorunlu anaerobik iiyeler igerir. Gram
boyasi pozitif veya Gram boyasi degisken olarak kabul edilirler (Barka et al. 2016; Li ve ark.,
2016; Amin et al. 2020). "Bergey's Manual of Systematics of Archaea and Bacteria'ya gore,
Actinobacteria subesi 5 sinif, 19 takim, 50 aile ve 221 cins igerir. Ancak, hala kesfedilmeye
devam eden c¢ok sayida yeni takson bulunmaktadir, dolayisiyla bu listeleme kesinlikle

tamamlanmamistir (Amin et al. 2020).

Actinobacteria’ nin en bilindik cinslerinden birisi Streptomyces dir. Bu cins igerisinde
Streptomyces glaucescens ve Streptomyces castaneoglobisporus gibi tiirleri barindirmakatadir.

Bu cinsin ¢ok biyiik bir genoma sahip oldugu belirtilmektedir.

En ytiksek pigment {iretiminin oldugu cins Streptomyces olarak raporlanmistir (Conn ve

Jean, 1941).

Yapilana galismalarda streptomyces’lerin polisakkarit, pigment, fenolikler, peptit ve
antibiyotik gibi biyoaktif metabolitler tirettigi rapor edilmistir. Bu metabolitlerin ise antikanser,
antioksidant, antibakteriyel ve anti fungal gibi biyolojik aktiviteler sergiledigi agciklanmistir (El-
Naggar et al. 2017; Polapally et al. 2022). Ornegin, Streptomyces griseus tiiriiniin antibakteriyel
aktiviteye sahip streptomisin antibiyotigini, Streptomyces peucetius tiiriiniin daunorubisin

antibiyotigini tirettigi belirtilmektedir (Lerner et al. 1949). Streptomyces’ ler tarafindan tiretilen



Oonemli pigmentlere ise karatenoidler, melaninler ve flavonoidler 6rnek verilmektedir (Khajeh
et al. 2006), yapilan caligmalarda Streptomyces glaucescens ve Streptomyces puniceus
tiiriilerinin melanin iiretme kapasitesine sahip oldugu ve bu tiirler tarafindan iiretilen
melaninlerin antikanser ve antioksidan gibi biyolojik aktiviteler sergiledigi rapor edilmistir (El-
Naggar et al. 2017; Polapally et al. 2022).

Radyasyon, X-isini, ultraviyole 151tk ve niikleer radyasyonu kapsayan genis bir
yelpazede, organik makromolekiiller iizerinde biyoaktif etkiler yaratan baslica ¢evresel stres
faktorlerinden biridir. Giines radyasyonunun yaklasik %3'inii olusturan ultraviyole (UV)
isinlar1, asirt maruz kalma durumunda ciltte yaniklara veya kansere, bagisiklik sisteminin
zayiflamasina, katarakta ve biyolojik ya da kimyasal pestisitlerin etkinliginin azalmasina veya
bozulmasina yol agabilir. (Ignoffo and Garcia 1978; Hanson et al. 2006; Ye et al.2014)
Dogal yollardan elde edilen bilesiklerin; fosfatilkolin, robin mavisi, flavonoidler, berberin, B2
vitamini, 2-hidroksi-4-metoksi-dibenzofenon, kojik asit, kinurenik asit ve melaninin gibi, giiglii
antiradyasyon aktivitesi gosterdikleri kanitlanmis ve rapor edilmistir (Sundaram and Curry
1996; Markhami 1998; Kranthi et al. 2001; Kato et al. 2012). Bundan dolay1 organizmalari
radyasyonun zararlarindan korumak amaciyla giivenilir ve dogal UV koruyucular arastirilmasi

ve gelistirilmesi 6nem tasimaktadir.

Mikrobiyal pigmentlerden melaninler, genellikle kozmetik endistrisinde kremlerde ve
gozliik camlarinda fotokoruyucu olarak ve uranyum gibi radyoaktif atiklarin bloke edilmesinde
kullanilir. Bakteri melanin genleri, rekombinant bakteri susunu taramak i¢in raportoér genler

olarak kullanilmistir (Rao, Prabhu, Xiao ve Li, 2017).

Sentetik gilines koruyucu maddelerinin canlilar iizerindeki olumsuz etkileri
kesfedildikten sonra, kozmetik, pestisit ve diger endiistrilerde dogal fotokoruyucu maddelere
olan ilgi artmig ve bu durum, dogal giines koruyucularin gelistirilmesi yoniindeki ¢aligmalari
hizlandirmistir. Zorlayici ¢cevresel kosullar altinda birgok mikroorganizma melanin pigmentleri
sentezleyerek kendilerini UV radyasyonu, sicaklik degisimleri, agir metaller ve diger dis
tehditlere kars1 korur. Melaninler, ayn1 zamanda radyoniiklidlerin ve agir metal iyonlarinin
adsorbanlari olarak kullanilarak serbest radikallerin temizlenmesi ve radyasyona kars1 koruma
gibi giiclii biyolojik aktiviteler gosterir (Gauslaa and Solhaug 2001; Tu et al. 2009). Bu
pigmentler, asir1 sicakliklar, kuraklik ve metallere maruz kalma gibi ciddi cevresel stres
faktorleri altinda organizmalarin hayatta kalma oranimi artirabilir ve sentetik pigmentlerin

yerine gegebilir (Orzechowski et al. 2002).

Hayvanlar ve bitkiler kullanilarak elde edilen melaninin endiistriyel iiretimi, yiiksek

maliyet gibi dezavantajlar nedeniyle engellenmistir.



Melanin pigmentlerinin mikroorganizmalar tarafindan sentezlenmesi, onlarin ¢evresel
stres faktorlerine karst diren¢ kazanmasini saglayarak hayatta kalma sanslarini artirir.
Boceklerde ve yumusakgalarda savunma mekanizmasina yardimci oludugu bilinirken
(Palumbo, 2003; Vavricka et al. 2014), c¢esitli mantar ve bakterilerde ise viriilans

mekanizmasini arttirdigr gézlenmektedir (Nosanchuk ve Casadevall, 2003).

Bu pigmentler, UV radyasyonu, yiiksek sicakliklar, agir metaller ve hidrolitik enzimler
gibi dis tehditlere kars: etkili bir koruma saglar (Venil et al. 2013; Ye et al. 2014). Ozellikle
ultraviyole radyasyonu, giines 1s1gmin %3'inli olusturmasina ragmen, asirt maruz kalma
durumunda ciltte yaniklara, kansere ve bagisiklik sisteminin zayiflamasina neden olabilir. Bu
durum, dogal fotokoruyucu maddelere olan ilgiyi artirmig ve sentetik giines koruyucularin
yerini dogal alternatiflerin almasina yonelik ¢aligmalar1 hizlandirmigtir. Melanin, bu siiregte
one ¢ikan bir biyolojik molekiil olarak hem mikroorganizmalar1 korur hem de radyoniiklidlerin
ve agir metal iyonlarinin adsorpsiyonu yoluyla ¢evresel toksinlerin etkisini azaltir (Babitskaya
et al. 2000). Bunun yani sira, melaninlerin serbest radikalleri temizlemedeki etkinligi,
radyasyona karst koruma saglamada onemli bir rol oynar. Melaninler, sentetik pigmentlerin
dezavantajlar1 karsisinda dogal bir alternatif olarak goriilmekte ve bu pigmentlerin biyolojik
aktiviteleri, ¢esitli ¢evresel stres faktorleri altinda hayatta kalma oranlarini iyilestirmekte

etkilidir (Kumar et al. 2011).

Sonug olarak, melanin pigmentleri, hem mikroorganizmalar i¢in hayati bir savunma
mekanizmasi olarak hem de g¢evresel toksinlere karst etkili bir biyolojik kalkan olarak islev
goriir. Sentetik giines koruyucularin olumsuz etkileri g6z oniine alindiginda, melanin gibi dogal
bilesiklerin kullanimi, ¢evresel stres faktorlerine karsi koruma saglamak i¢in daha giivenli ve
etkili bir alternatif sunar. Melaninlerin biyolojik aktiviteleri, yalnizca mikroorganizmalarin
hayatta kalmasin1 desteklemekle kalmaz, ayn1 zamanda insan sagligi tizerinde de olumlu etkiler
yaratir. Bu nedenle, melanin pigmentlerinin hem bilimsel aragtirmalarda hem de endiistriyel
uygulamalarda daha fazla incelenmesi ve kullanilmasi, ¢evresel ve biyolojik tehditlere karsi

daha siirdiiriilebilir ve dogal ¢oziimler gelistirmek i¢in biiytik bir potansiyele sahiptir.

Bu karmasik ve yiiksek molekiiler agirliga sahip dogal biyopolimerler, negatif yiiklii ve
hidrofobik 0zellikleriyle bilinir. Amorf yapida olan bu biyo-makromolekiiller, asidik
ortamlarda polimerlesir, ancak su ve organik ¢oziiciilerde ¢6ziinmezler. 200-400 nm dalga
boylarinda maksimum emilim kapasitesine sahiptirler ve oksitleyici maddeler, 6zellikle H202
gibi bilesiklere kars1 duyarlilik gosterirler, bu da renk kaybiyla kendini belli eder (Tarangini
and Mishra 2014; Banerjee et al. 2014). Bunun yaninda, bu dogal pigmentler antimikrobiyal,

antiviral, antioksidan ve karaciger koruyucu etkiler gibi bir¢ok biyoaktif 6zellige de sahiptir. Bu



yapisal 6zellikleri sayesinde, melanin pigmentleri hem biyolojik hem de endiistriyel alanlarda

genis bir kullanim potansiyeli tasir.

Melanin pigmentleri, farkli metabolik yollar ve onciillerle enzimatik ya da enzimatik
olmayan (Banerjee et al. 2014) siireglerle sentezlenen bes ana alt gruba ayrilir: eumelanin,

piomelanin, feomelanin, allomelanin ve néromelanin.

Melanin, yapisal monomerlerine gore ise ii¢ ana kategoriye ayrildigi bilinmektedir;

eumelanin, feomelanin ve allomelanin.

Eumelaninler ve feomelaninler genellikle hayvan tiirlerinde bulunur (Nicolaus et al.
1964). Eumelanin ve feomelanin, tirozin veya fenilalanin amino asitlerinden tiiretilir. ilk
asamada bu amino asitler okside edilerek dihidroksifenilalanin (DOPA) ve dopakinon meydana
gelir, ardindan feomelanin pigmenti, DOPA'nin sisteinilasyonuyla olusur. Sisteinilasyon
nedeniyle, kiikiirt igeren feomelanin pigmenti sarimsi-kirmizimsi bir renge sahipken, eumelanin

siyahimsi-kahverengi bir renk gosterir. (Turick et al. 2010).

Allomelaninler mikroorganizmalarda ve bitkilerde tanimlanmistir (Nicolaus et al.
1964). Allomelaninler diger melanin tiirlerinden farkli olarak olduk¢a heterojen bir yapiya
sahiptir ve azot icermemeleri en belirgin ayirt edici Ozellikleridir. Bu pigment grubu,
dihidrofolat, homojentisik asit ve katekoller gibi cesitli polimer gruplarindan olusur (Ptonka

and Grabacka 2006).

Noromelanin, katekolamin bazli ¢oziinmeyen koyu bir polimerik pigmenttir ve insan
merkezi sinir sistemindeki dopaminerjik néronlarda tiretilir (Xu and Chan 2015). Néromelanin,
hem benzotiyazin hem de indol birimlerinden olusur (Haining ve Achat-Mendes, 2017).
Noromelanin, yaslanma siirecinde substantia nigra'da birikir ve asir1 dopaminin néromelanine
doniismesi sinir hiicrelerini koruyarak norodejeneratif hasarlarin 6nlenmesine yardimci olur.
Bununla birlikte, melanin pigmentinin agir metalleri selatlama kapasitesi nedeniyle Parkinson
gibi norodejeneratif hastaliklarin tetiklenebilecegi de bildirilmektedir (Fedorow et al. 2005;
Zucca et al. 2017).

Piyomelanin, homojentisik asidin oksidasyonunun bir iriiniidiir (Pralea et al. 2019).
Piyomelanin pigmenti, tirozin veya fenilalanin amino asitlerinin katabolizmasindan tiireyen bir
baska melanin ¢esididir. Bu siirecte tirozin amino asidi, 4-hidroksifenilpiriivik asit dioksijenaz
(4-HPPD) ve homogentisik asit oksidaz (HGA-oksidaz) enzimleri tarafindan fumarat ve
asetoasetata ayrigtirtlir. Eger HGA-oksidaz enzimi yetersizse veya yoksa, fazla miktarda
tiretilen homogentisik asit hiicre digina atilir ve bu asit, hiicre disinda birikerek otoksidasyon ve

kendiliginden polimerizasyon sonucu piyomelanin pigmentine doniisiir (Turick et al. 2010).



Bu bes farkli makromolekiiler pigmentlerin antioksidan, antiviral, antimikrobiyal,
antivenin, anti-inflamatuar ve anti-proliferatif etkileri gibi birgok farkli ve faydali biyoaktif
ozellige sahip oldugu belirlenmistir. Bu 6zelliklere ek olarak, melanin pigmentlerinin karaciger
koruyucu o6zelligi, ilag tasiyic1 6zelligi ve UV emici 6zellikleri de farkli caligmalarda rapor
edilmistir (EI-Naggar and EI-Ewasy 2017; Zerrad et al. 2014; Teplyakova and Kosogova 2015;
Sava et al. 2003; Aragjo et al. 2014).

Melanin sentezi

Melanin sentezi i¢in bir¢cok farkli yol vardir, ancak hepsi hidroksillenmis aromatik
bilesiklerin oksidasyonunu igerir. Bu bilesiklerden bazilari, 6zel diizenlemeye tabi olan 6zel
biyosentetik yollarda tirozinazlar, lakkazlar veya poliketid sentazlar tarafindan sentezlenir.
Diger hidroksillenmis aromatik bilesikler, tirozinin bozunmasi1 gibi katabolik yollarda ara

maddelerdir ve bozunma yollarindaki dengesizlikler veya kesintiler sonucunda birikebilirler.

Mikrobiyal melanin biyosentezinde yer alan ii¢ temel enzim bulunmaktadir: tirozinaz,

lakkaz ve poliketid sentaz (PKS).

Tirozinaz, bakir bagimli bir enzim olup, monofenollerin hidroksilasyonu ve kinonlara
oksidasyonu gibi reaksiyonlarda rol oynar. Bu enzim, melanin iiretiminde kritik bir faktor
olarak taninmugtir. Tirozinazlar hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilerde melanin
sentezine katilir. Ornegin, Streptomyces castaneoglobisporus'tan elde edilen tirozinazin yapisi
detayli bir sekilde incelenmis, bu enzimlerin melanin biyosentezinde ne kadar 6énemli oldugu

ortaya konulmustur (Faccio et al. 2012).

Daha sonra 2011'de, Bacillus megaterium'dan bakteriyel tirozinaz ve Agaricus
bisporus'tan fungal muadili li¢ boyutlu yapinin ayrintili incelemesine tabi tutuldu. Tirozinazlar,
Marinomonas mediterranea, Vibrio nigripulchritudo, Bacillus thuringiensis, Bacillus
licheniformis vb. gibi gram pozitif ve gram negatif bakterilerde melanin iretimini saglar.
Mikrobiyal tirozinazlar iizerine yapilan farkli galismalar, organizmalarin uzun Omiir i¢in

tirozinazlara ihtiya¢ duydugu gercegini ortaya koymaktadir (Faccio et al. 2012)

Lakkaz, polifenoller, metoksi-ikameli fenoller ve diaminler gibi genis bir substrat
yelpazesini isleyebilen mavi-bakir glikoprotein yapisinda bir enzimdir. Ozellikle siringaldazin
substratina 6zgii olarak kabul edilen lakkaz, hem DHN-melanin (Upadhyay et al. 2016) hem de
DOPA melanin (Eisenman et al. 2007) biyosentezinde gorev alir. Lakkaz, tirozinazdan farkli
olarak, dihidroksi fenollerin kinonlara tek adimli oksidasyonunu katalize eder (Langfelder et
al. 2003). Bitkilerde ve mantarlarda yaygin olarak bulunmakla birlikte, bakterilerdeki varlhigi

da son donemlerde arastirilmaya baslanmustir. Bacillus subtilis'ten bir enzim olan CotA,



kahverengi spor benzeri pigmentten sorumlu bakir bagimli bir lakkazdir (Hullo et al. 2001).
Insan fungal patojeni Cryptococcus neoformans'tan gelen lakkaz enziminin hem L- hem de D-
DOPA'dan melanin iiretme potansiyeline sahip oldugu bildirilmistir (Eisenman et al. 2007).
Pseudomonas putida F6, Alteromonas, Bacillus sp. gibi suslarda hem tirozinazin hem de

lakkazin birlikte reaksiyon yiiriittiigii bildirilmistir (Pavan et al. 2020).

Poliketid sentaz (PKS) ise, c¢esitli mikroorganizmalarda bulunan ve pigmentler,
antibiyotikler ile toksinler gibi ikincil metabolitlerin iiretiminde gorev alan bir enzim grubudur.
PKS, DHN-melanin sentezinde 6nemli bir rol oynar (Plonka ve Grabacka, 2006) ve farkli
mantarlarda melanin biyosentezi i¢in gerekli gen kiimelerinde bulunur. PKS'in yapisi, -
ketosentaz, asiltransferaz ve asil tasiyici alanlarindan olusur ve bu yapisal 6zellikler farkl
organizmalar arasinda biiyiik 6l¢iide korunmustur (Fujii ve ark., 2001). Ornegin, Penicillium
marneffei gibi patojenik mantarlarda PKS geninin melanin iiretimi ve viriilans ile dogrudan

iliskili oldugu gosterilmistir.

Pigmentlerin bakterilere sagladig: yararlar

Bakteriler tarafindan iiretilen pigmentlerin ¢ogunun, ultraviyole (UV) 1simnlarina karsi
koruma sagladig1r ve pigment iireten bakterilerin, pigmentsiz tiirlere kiyasla hayatta kalma
oranlarimni artirdig tespit edilmistir (Stafsnes et al. 2013). Ornegin, kirmiz1 prodigiosin pigmenti
tireten Vibrio suslar, UV 15181na maruz kaldiklarinda pigment tiretmeyen suslardan 1000 kat
daha fazla hayatta kalma yetenegi gosterir (Boric et al. 2011). Antartika’da bulunan heterotrofik
bakterilerde karotenoid pigmentlerinin {iretimi, bu bakterilerin soguk ortamlara adapte
olmalarini1 ve donma-¢6ziilme ile glines radyasyonu gibi ¢evresel stres faktorlerine karsi direng
gostermelerini saglar (Dieser et al. 2010). Bunun yani sira, bakteriyel fenazinler, biyofilm
olusumunu tesvik eden hiicresel gen ekspresyonlarini diizenleyerek bakteri hayatta kalmasini
destekler (Konzen et al. 2006). Zorlu gevre kosullarinda yasayan mikroorganizmalar, 6rnegin
Halococcus morrhuae, Halobacterium salinarium ve Thermus filiformis gibi tiirler tarafindan
tiretilen C50-karotenoidler, hiicre zarin stabilize eder ve antioksidan 6zellikleri sayesinde bu

mikroorganizmalarin hayatta kalmasina 6nemli katki saglar (Mandelli et al. 2012).

Bakteriyel melaninler, ¢esitli toksik kimyasal bilesikleri nétralize ederek hiicreleri korur
(Plonka and Grabacka 2006). Rhizobium tiirlerinde melanin, nodiillerde biriken polifenolik
bilesiklerin detoksifikasyonunu saglar (Margalith 1992). Ayni sekilde, Roseobacter tiirleri
tarafindan iiretilen indigoidin, potansiyel rakip bakterileri yok ederek baskin hale gelmelerine
yardimct olur (Soliev et al. 2011). Ayrica, Pseudomonas fluorescens tarafindan iiretilen
pyoverdin, demir taginmasini kolaylagtirarak bakteriyel biiyiimeye katkida bulunur (Visca et al.

2006). Arastirmalar, denizden izole edilen pigmentli bakterilerin, pigmentli olmayan

10



bakterilere kiyasla agir metallere ve antibiyotiklere karsi daha direncli oldugunu gostermektedir
(Nair et al. 1992). Fotosentetik bakteriler, klorofile benzer bakteriyoklorofiller,
bakteriyorodopsin ve proteorodopsin gibi pigmentlere sahiptir (Bryant and Frigaard 2006).

Pseudomonas aeruginosa, Vibrio campbellii ve Chromobacterium violaceum tarafindan
sirasiyla tretilen piyosiyanin (Hall et al. 2016), pyomelanin (Wang et al. 2013) ve violasin
(Duran and Menck 2001) pigmentleri, patojeniteyi artiran faktorler olarak one ¢ikmaktadir.
Benzer sekilde, Staphylococcus aureus, Porphyromonas gingivalis ve Streptococcus agalactiae
tarafindan dretilen stafiloksantin, porfirin ve granadaen pigmentleri de viriilansla
iliskilendirilmistir (Liu and Nizet 2009). Xanthomonas campestris ise karnabahar, lahana ve
diger bitkilerde hastaliklara neden olan sar1 renkli ksantomonadin pigmentini tiretir (Tuli et al.
2014; Ozdal and Kurbanoglu 2018). Baliklarda furunkulosis hastaligina neden olan Aeromonas

salmonicida ise melanin benzeri bilesikler iiretir (Margalith 1992).

Bircok bakteriyel pigmentin iiretimi, ¢evresel algilama mekanizmasi olan Quorum
sensing ile baglantilidir ve bu siiregte agillenmis homoserin laktonlar (AHL) rol oynar
(Thomson et al. 2000). Ozellikle azot igeren pigmentlerin, drnegin prodigiosin, piyosiyanin,
violasin ve melanin, sentezinde amino asitler 6nciil madde olarak kullanilir. Endiistriyel
pigment liretiminde ise uygun substratlar, fizikokimyasal parametreler, mutajenik ajanlar (UV
15101, etil metan siilfonat, etidyum bromiir) ve gen aktarimi gibi faktorler, pigment verimini

artirmak i¢in kullanilabilir (Larsen 2002).

Uygulama alanlari

Melanin pigmentinin ¢esitli mikrobiyal tiirler tarafindan iiretilen formlari, ¢ok cesitli
uygulama alanlarma sahip olup, farkli biyolojik aktiviteler sergilemektedir. Ornegin, Inonotus
obliquus mantarindan elde edilen suda ¢oziinilir melanin, insiilin duyarliligini artirict etkisiyle
dikkat ¢cekmistir ve yiiksek yagli diyetlerle beslenen obez farelerde yaglanmay1 azaltmistir (Lee
and Hyun, 2014).

Ayrica, melanin, yilan zehirlerine kars1 antivenom 6zellik gdstermekte olup, bu etkisini
kalsiyum ve yilan zehirinin 6nemli bilesenlerinden biri olan fosfolipaz A2'ye spesifik olmayan
bir baglanma yoluyla sergilemektedir (Hung et al. 2004). Melaninin diisiik toksisiteye sahip
olmasi ve yilan zehirlerine kars1 antagonistik etkisi, yilan 1siriklarina karsi potansiyel olarak

hayat kurtarici1 bir tedavi olabilecegini gostermektedir.

Melanin ayn1 zamanda biyoremediasyon ¢aligmalarinda da kullanilmaktadir. Melanize
mantarlar ve fungal melanin, kirlenmis ortamlardan toksinlerin uzaklastirilmasinda etkili

oldugu gibi (Mattoon et al. 2021), melanin agir metallerin (6rnegin, Hg, Cr, Cu, Pb, Cd, Zn)
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emilimini de kolaylastirmaktadir (Manirethan et al. 2018; Oh et al. 2021). Bu 6zellik, melanini
su ve gevre kirliligi ile miicadelede 6nemli bir bilesen haline getirmektedir (Coelho et al. 2020).
Kronik hastaliklarin ¢ogu serbest radikallerle iligskilendirildiginden, melanin gii¢lii antioksidan
ozellikleriyle 6ne ¢ikmaktadir (Phaniendra et al. 2015). Melanin, serbest radikallerle etkilesime
girerek bu zararli bilesenlerin yok edilmesine katkida bulunur (Lobo et al. 2010). Omelaninlerin
antioksidan ve elektriksel 6zellikleri, onlar1 kok hiicre uygulamalari i¢in de potansiyel bir aday
yapmistir (Cavallini et al. 2020). Bakteriyel pigmentlerin, 06zellikle Streptomyces
glaucescens'ten elde edilen melanin pigmentinin, antioksidan aktivite gosterdigi bilinmektedir

(El-Naggar and El-Ewasy 2017).

Bugiine kadar, cesitli mikroorganizmalardan elde edilen melaninlerin antioksidatif
potansiyelleri degerlendirilen birgok ¢aligma yapilmigtir. Bunlardan bazilar1 asagida
listelenmistir. EI-Naggar ve ekibi (2017), Streptomyces glaucescens NEAE-H
aktinobakterisinden izole edilen melaninin antioksidan ve antikanser 6zelliklerini incelemistir.
ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) testi sonuglarina gére, melanin %57,2
oraninda radikal temizleme aktivitesi sergilemis ve bu deger, %89,6 aktivite gosteren standart
antioksidan Askorbik asit ile karsilastirilabilir bulunmustur. Ayrica, melaninin HFB4 cilt
kanseri hiicre hattina kars1 belirgin bir sitotoksik etkiye sahip oldugu saptanmstir. Polapally ve
arkadaglar1 (2022) tarafindan gergeklestirilen bagka bir in vitro calisma ise, S. puniceus
RHPR9'dan elde edilen melanin pigmentinin Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli {izerinde antibakteriyel aktivite gosterdigini
ortaya koymustur. Ayn1 ¢alismada, DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) testi ile 100 pg/mL
melanin konsantrasyonunun %89,01 gibi yiiksek bir antioksidan aktivite sergiledigi, ayni
konsantrasyondaki askorbik asitin ise %96,16 aktivite gosterdigi belirtilmistir. Ayrica, Sheefaa
ve Sivaperumal (2022) tarafindan yapilan bir ¢alismada, deniz Streptomyces tiiriinden elde
edilen melaninin DPPH radikal temizleme ve lipid peroksidasyon inhibisyon aktiviteleri oldugu
bildirilmistir.

Mikrobiyal pigmentler, ayn1 zamanda ¢esitli patojenlere karsi antimikrobiyal ajan
olarak da islev goriirler. Karotenoidler, melaninler, flavinler, kinonlar, monasinler, violacein ve
indigo gibi pigmentler, etkili antimikrobiyal ajanlar olarak taninmaktadir (Malik et al. 2012).
Kanser tedavisinde ise toksik olmayan, yan etkileri azaltilmis kemoterap6tik ajanlarin
gelistirilmesine yonelik aragtirmalar devam etmektedir (Saputra et al. 2018). Streptomyces
glaucescens NEAE-H'den elde edilen melanin pigmenti, HFB4 cilt kanseri hiicre hattina karsi
giiclii sitotoksik aktivite sergilemis (E1 Naggar et al. 2017) ve Bacillus licheniformis tarafindan

iretilen 6melanin, meme kanseri hiicre hattt (MCF-7), insan hepatoseliiler karsinom hiicre hatti

12



(HepG2) ve kolon karsinoma hiicre hattina (HCT116) kars1 antikanser 6zellikler gostermistir
(Gamal Shalaby et al. 2019). In vitro ¢alismalar, melaninin kanserli hiicre hatlarina kars: giiclii
bir sitotoksik etki gosterirken, saglikli hiicrelere minimal toksisite sergiledigini ortaya
koymustur (El-Naggar and EIl-Ewasy, 2017). Ayrica, melanin pigmentlerinin farelerin
gastrointestinal sistemini koruyabilecegi ve hiicresel apoptozu Onleyebilecegi One

stiriilmektedir (Revskaya et al. 2012).

Antiviral 6zellikleri agisindan melanin, insan immiin yetmezlik viriisii tip 1 ve 2'nin
(HIV-1 ve HIV-2) replikasyonunu inhibe etme potansiyeline sahiptir (Montefiori and Zhou
1991), bu da melanin pigmentlerinin genis bir biyomedikal uygulama yelpazesinde

degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Parkinson, dopaminerjik noronlarin bozulmasi veya kaybi1 nedeni ile olusan hastaliktir.
Bakteriyel melanin pigmenti, kan-beyin bariyerini gegtikten sonra beyindeki kilcal damarlarin

genislemesine neden olup beyindeki kan akigini artirmaktadir (Petrosyan 2015).

1948'de Howar ve Mason, melanin olusumunda tirozinaz enziminin rol oynadigi
biyosentetik yolu aydinlattilar. Bunu takiben, 1949'da Lerner ve meslektaslari, Harding-Passey
fare melanomundan memeli tirozinazini izole edip 6zelliklerini incelediler. Arastirmalari, bu
enzimin aktivitesinin sitoplazmik parcaciklarla baglantili oldugunu ve normal doku 6ziitlerinde

¢ozelti halinde bulunmadigini ortaya koydu.

1972'de Lerch ve Ettlincer, Streptomyces glaucescens tiiriinden bir tirozinaz enziminin
saflastirilmast ve 6zelliklerinin incelenmesi {izerine bir ¢aligma yiiriittiiler. Bu enzim, ortalama
29.100 Da molekiil agirligina sahip olup, bakir iceren bir atom barindirmaktadir. Ayrica, KCN
ve 4-nitro-katekol tarafindan gii¢lii bir sekilde inhibe edildigi belirlenmistir.

1996 yilinda ITkeda ve ekibi, Streptomyces castaneoglobisporus'tan elde edilen ve
yiiksek diizeyde melanin sentezi gerceklestiren bir gen operonunu klonlayip dizilemislerdir.
Calismalar1 sonucunda, S. castaneoglobisporus'taki tirozinaz aktivitesinin gii¢lii ifadesinde,

daha 6nce diistintildiigi gibi TYRC degil, ORF378 adl1 genin etkili oldugunu 6ne siirmiislerdir.

Kong ve diger aragtirmacilar, 2000 yilinda Thermomicrobium roseum'dan izole edilen
oldukga kararli bir tirozinazin saflastirilmasi ve 6zelliklerinin belirlenmesi {lizerine bir ¢aligsma
gerceklestirdiler. Bu enzimin en yiiksek aktiviteyi pH 9,5 ve 70 °C'de gosterdigi ve aktivitesinin
1 mM Mg2+, K+ veya Cu2+ ilavesi ile arttig1 tespit edildi.

2002 yilinda Solano ve ekibi, Marinomonas mediterranea'dan SDS ile aktive edilen bir
tirozinazin klonlanmasi ve molekiiler karakterizasyonunu gerceklestirdiler. Calismada elde

edilen bulgular, enzimin aktivasyonunun, dibakir aktif bolgesine substratin erigimini
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kolaylastiran SDS kaynakl1 bir yapisal degisiklikten kaynaklandigini, bu degisikligin de igsel

floresans ve kinetik 6zelliklerle dogrulandigini gosterdi.

2005 yilinda Armen ve ekibi, suda ¢oziinebilen Bacillus thuringiensis melaninini izole
ederek saflastirdi ve fizikokimyasal 6zelliklerini inceledi. SDS-PAGE analizi, saflagtirilmig
melaninin molekiiler agirligimin 4 kDa oldugunu gosterdi ve melanin igindeki paramagnetik

merkezlerin yogunlugunun 0,21*10'® spin/g oldugunu belirlediler.

2005 yilinda Roan ve ekibi, PCR tekniklerini kullanarak B. thuringiensis 4D11'den
tirozinaz kodlayan mel genini klonladilar ve bu geni Escherichia coli DH5a'ya aktardilar.
Rekombinant plazmid pGEM1179'da yer alan 1179 bp'lik DNA pargasinin, E. coli alic1 susuna

melanin sentezleme yetenegi kazandirdigini belirlediler.

2006 yilinda Khajeh ve ekibi, yeni kesfedilen bir melanogenik toprak bakterisinde
lakkaz ve tirozinaz aktivitelerini izole ederek bu enzimlerin biyokimyasal O6zelliklerini
incelediler. Calismalar1 sonucunda, iiretilen melaninin bu bakteri susunu ultraviyole 1sinlarina

ve oksidatif strese kars1 korudugu tespit edilmistir.

Raval ve ekibi, 2012 yilinda tirozinaz iireten bir izolatin tanimlanmasin1 ve L-DOPA
tiretiminin dogrulanmasini saglamis ve bu siirecte tirozinaz ile L-DOPA'nin maksimum verimle

elde edilmesi i¢in gerekli ¢cevresel kosullarin optimize edilmesi lizerine ¢alismalar yapmustir.

Actinoalloteichus sp. tiirinden DOPA melanin {retimi ve karakterizasyonuna
odaklanan c¢aligmada, bu melaninin antibakteriyel, antioksidan ve metal selatlama aktiviteleri
in vitro deneylerle gosterilmistir. Calismada, farkli karbon ve azot kaynaklarmin melanin
tiretimi lizerindeki etkisi arastirilmis ve sonuglar, en yiiksek melanin tiretiminin karbon kaynagi
olarak glukoz ve azot kaynagi olarak kazein kullanildiginda elde edildigini ortaya koymustur

(Manivasagan et al. 2013).

Pseudomonas stutzeri’den elde edilen melanin, UV-Vis, FT-IR, EPR ve XRD analizleri
kullanilarak biyofiziksel olarak karakterize edilmistir. Ayrica, bu melaninin antioksidan

ozellikler tasidigi da belirlenmistir (Ganesh Kumar et al. 2013).

Aspergillus cinsine ait 6 farkli tiirlin melanin tiretim siire¢lerini inceleyen bir ¢calismada,
her tiiriin melanin tiretim kapasitesinin ve mekanizmasinin farklilik gosterdigi tespit edilmistir.
A. tamarii ve A. flavus tiirlerinde melanin yalnizca biyokiitleden elde edilirken, A. terreus igin
melanin yalnizca kiiltlir siiziintlisiinde bulunmustur. Bu durum, melanin sentezinin tiirler
arasinda farkli stratejilerle gerceklestirildigini ortaya koymaktadir. A. sydowii'de ise melanin
miktart ihmal edilebilir diizeyde tespit edilmistir, bu da bu tiirlin melanin {iretim kapasitesinin

oldukga diisiik oldugunu gostermektedir.
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Melanin miktarinin en yiiksek oldugu tiirler ise A. niger ve A. tamarii olarak
belirlenmistir; bu tiirlerde melanin hem kiiltiir filtratinda hem de mantar biyokiitlesinde yiiksek
miktarda bulunmaktadir. Bu durum, A. niger ve A. tamarii'nin melanin sentezinde diger tiirlere
gore daha aktif oldugunu gostermektedir. DOPA (3,4-dihidroksifenilalanin) yolu ile melanin
ireten A. niger, A. tamarii ve A. flavus, melanin biyosentezinde benzer bir yolu takip ederken,
A. tubingensis ve A. terreus'un melanin tretimi DHN (1,8-dihidroksinaftalin) yolu ile
gerceklestirilmistir. Bu bulgular, Aspergillus tiirlerinde melanin iiretim mekanizmalarinin
oldukea ¢esitlilik gdsterdigini ve her tiiriin bu biyosentez yolunu farkli sekillerde kullandigini

ortaya koymaktadir (Pal et al. 2013).

Ozellikle A. terreus'un melanin sentezinde yer alan enzimlerin ve ara iiriinlerin
belirlendigi ve karakterizasyonunun yapildigi ¢alismada, bu melaninin UV stresi ve asidik
ortam kosullarina kars1 koruma sagladigi, ayrica konidyumlarin amipler tarafindan fagositoza
ugrama olasiligini azalttig1 tespit edilmistir (Geib et al. 2016). Bu, melanin tiretiminin bu tiir
icin gevresel streslere karsi hayatta kalma avantaji sagladigini1 ortaya koyar. Ayn1 zamanda,
melanin pigmentinin bu tiirlerdeki korunma mekanizmasinda 6nemli bir rol oynadigin1 ve bu

pigmentin organizmanin ¢evresel adaptasyonunda kritik bir bilesen oldugunu géstermektedir.

Melanin {iretimi, Aspergillus cinsinin farkli tiirlerinde biyokimyasal c¢esitlilik
gostermekte olup, bu cesitlilik, tiirlerin ekolojik nislerinde ve yasam dongiilerinde onemli
farkliliklara neden olmaktadir. Ornegin, A. niger ve A. tamarii'nin yiiksek melanin iiretim
kapasitesi, bu tiirlerin daha fazla UV 1sinimina ve c¢evresel strese maruz kaldiklar1 ortamlarda
yasamalarin1 ve hayatta kalmalarini desteklemektedir. Ote yandan, A. sydowii gibi diisiik
melanin iiretim kapasitesine sahip tiirler, muhtemelen daha korunakli ortamlarda veya farkli

korunma mekanizmalar1 gelistirmistir.

A. terreus'un melanin sentezinde yer alan enzimlerin ayrintili karakterizasyonu, bu tiiriin
melanin tretiminde benzersiz bir biyokimyasal yola sahip oldugunu ortaya koymustur.
Melanin, bu tiirde UV 1gmmimina ve asidik ortamlara karsi koruma saglarken, ayn1 zamanda
amiplerin fagositoz yetenegini de azaltarak, organizmanin hayatta kalma sansini artirmaktadir.
Bu ozellikler, A. terreus'un c¢evresel stres faktorlerine karsi gelistirdigi adaptasyon

stratejilerinin bir parcasi olarak diisiiniilebilir.

Sonug olarak, Aspergillus tiirleri arasindaki melanin tiretim mekanizmalari, tiirlerin
ekolojik ve biyolojik gereksinimlerine gore evrimsel olarak sekillenmis olup, bu tiirlerin
cevresel streslere karst korunma stratejilerinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu calisma,
Aspergillus tilirleri arasinda melanin iiretiminin biiylik 6lgiide cesitlilik gosterdigini ve bu

cesitliligin organizmalarin yasam ortamlarina ve karsilastiklar1 ¢cevresel zorluklara bagl olarak
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gelistigini gostermektedir. Her bir tliriin melanin iiretim yolu ve kapasitesi, onlarin ekolojik

niglerinde hayatta kalma ve {ireme stratejilerinde kritik bir faktor olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Deriden izole edilen Ochroconis mirabilis’in genomu analiz edilmistir. Bu mantarin,
melanin ve ¢esitli enzimler iireterek farkli ortamlarda hayatta kalma stratejileri hakkinda daha

derin bir anlayis sagladig1 ortaya konulmustur (Yew et al. 2016).

Auricularia auricula tarafindan tiretilen melaninin yapist ayrintili olarak belirlenmis ve
incelenmistir. Azot orani diisiik veya azotsuz ortamlarin melanin {iretiminde 6nemli bir diisiise
yol a¢tig1 ve tirozin eksikliginin de melanin sentezini azalttig1 rapor edilmistir. UV-Vis, FTIR,
NMR ve elemental analiz sonuglarina gore, elde edilen melaninin 6melanin oldugu ve 5,6-
dihidroksiindol ile 5,6-dihidroksiindol-2-karboksilik asidin makromolekiiler bir polimer
yapisina sahip oldugu saptanmistir (Sun et al. 2016).

Wang ve arkadaslarmin (2017) c¢alismasinda, PV A/dopamin-melanin nanokompozit
filmlerin, 200-400 nm arasindaki tiim UV bolgesini tamamen engelleyebildigi ve ayn1 zamanda
goriiniir spektrumda yiiksek seffafligini korudugu gosterilmistir. Bu ¢aligma, 1518a duyarl
malzemeler i¢in etkili bir UV korumasi ve seffaf malzeme iiretimi saglamistir. Ayrica,
Termitomyces albuminosus'tan elde edilen melanin pigmentinin UV-Vis, FTIR, NMR ve
elemental analizleri sonucunda %54,6 C, %3,5 H, %2,4 N, %26,9 O ve %12 S igerdigi ve

feomelanin yapisina sahip oldugu belirlenmistir (De Souza et al. 2018).

Klebsiella pneumoniae S-1, Alcaligenes faecalis PBI ve Enterobacter sp. ABI
bakterilerinin, 3 g/L tirozin varlifinda, homogentisik asit oOnciiliiglinde piyomelanin

sentezledigi bildirilmistir (Singh et al. 2018).

Auricularia auricula tizerinde yapilan ¢alismada, %1 metanol, %0,25 fistik yagi, %1
stearik asit veya %0,5 palmitik asidin melanin biyosentezini destekledigi, ancak Tween 80'in
melanin olusumunu belirgin sekilde azalttig1 tespit edilmistir. Inhibitor testi ve taramali
elektron mikroskobu analizleri, liretilen melaninin dmelanin yapisinda oldugunu ortaya koymus

ve bu melaninin gii¢lii antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (Wu et al. 2018).

A. auricula'dan elde edilen melaninin kimyasal antioksidan aktivitesi ve H202 kaynakli
hiicresel oksidatif hasara kars1 koruyucu etkisi incelenmistir. Hiicre morfolojisi lizerine yapilan
gozlemler, melaninin oksidatif stresin neden oldugu hiicresel morfolojik degisiklikleri

diizelttigini gostermistir (Liu et al. 2019).

Suwannarach ve ekibi (2019), Spissiomyces endophytica SDBRCMU319 tiiriinden
melanin pigmentinin ilk kez saflastirilmasini, karakterizasyonunu ve optimizasyonunu

gerceklestirmistir. Calismalarinda, pigmentin asidik ortamda ¢okeldigini, alkali ¢ozeltilerde
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¢Oziindiigiinii, oksitleyici ajanlarla rengini kaybettigini ve ¢ogu organik c¢oziicli ile suda
¢oziinmedigini gozlemlemislerdir. Pigmentin UV-Vis, FTIR ve EPR analizlerine dayanarak
melanin oldugunu dogrulamislardir. En yiiksek mantar pigmenti verimini ise glikoz, maya
0ziitii ve pepton i¢eren bir ortamda, 6,0 baslangi¢ pH'inda ve 25°C'de ti¢ hafta siiren kiiltivasyon

sonunda elde etmislerdir (Suwannarach et al. 2019).

Miirekkep baligindan elde edilen melanin kullanilarak agar bazli fonksiyonel filmler
gelistirilmistir. Melanin eklemesinin, agar filmin UV korumasini, hidrofobik o6zelliklerini,
mekanik dayanikliligin1 ve su buhar1 bariyerini iyilestirdigi tespit edilmistir. Bunun yani sira,
agar/melanin kompozit filmlerinin antioksidan 06zellikler sergiledigi goriilmiistiir. Sepya
miirekkebinden elde edilen melaninin, gida paketleme ve biyomedikal alanlarda antioksidan
biyopolimer filmler gelistirmek i¢in etkili bir dolgu maddesi olarak kullanilabilecegi sonucuna

varmislardir (Roy and Rhim, 2019).

PVA/sentetik melanin kullanilarak seffaf bir film tiretilmis ve bu melanin i¢ceren UV
koruyucu filmin, seffaf bir kondansator olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir (Albano et al.

2019).

Kalamar miirekkebinden elde edilen melanin, farkli oranlarda (%0, 0.25, 0.5 ve 1.0)
jelatin filmlerinin hazirlanmasinda kullanilmistir. Melanin eklenmesi, filmin seffafligin
azaltmis; ancak UV engelleme, mekanik dayaniklilik, termal stabilite ve su buhari bariyeri gibi
ozelliklerde iyilesme saglamistir. Jelatin/melanin nanokompozit filmlerin tiim bu 6zelliklerinin
melanin konsantrasyonuna bagli olarak degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica, bu
nanokompozit filmler, gida paketleme ve biyomedikal alanlar icin biiyiik potansiyel tasiyan

gliclii antioksidan aktiviteler sergilemistir (Shankar et al. 2019).

Oh ve arkadaglar1 (2020) yaptiklari bir ¢alismada, Amorphotheca resinae kiifiinden elde
edilen melaninin kimyasal yapisini analiz etmis ve antioksidan potansiyelini incelemislerdir.
Yapisal analiz, saflagtirilmis melaninin eumelanine benzedigini ortaya koymustur. Bu melanin,
ABTS ve DPPH radikal temizleme analizlerinde giiclii antioksidan aktivite gostermistir. Bagka
bir ¢alismada, Fu ve arkadaslar1 (2022), Sporisorium reilianum kiifiinden elde edilen L-25
melaninin kimyasal yapisini ve biyolojik aktivitelerini agiklamaya odaklanmislardir. Yapisal
analiz, L-25 melaninin bir DL-hidroksifenilalanin (DOPA) tipi melanin oldugunu ortaya
koymustur. L-25, DPPH radikallerine karsi gii¢lii bir temizleme potansiyeli gostermistir.
Dahasi, L-25, ROS ve malondialdehit seviyelerini ve laktat dehidrogenaz igerigini azaltarak

HepG2 hiicrelerini oksidatif hasara karsi: korumustur.

Lachnum YM30'dan izole edilen hiicre i¢i melaninin yapisal formiilii, fungal

Oomelaninin karakteristik 6zelliklerini gosteren UV analizi, IR analizi, elemental analiz, NMR
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ve ESI-MS analizlerine dayanarak belirlenmistir. Saflagtirilmis melaninin, enflamatuar etkileri

azalttig1 bildirilmistir (Xu et al. 2020).

Aspergillus fumigatus'un 1,8-dihidroksinaftalin (DHN) melaninini sentezledigi rapor
edilmistir. Myristica fragrans'in hekzan ekstraktlarinin ise A. fumigatus'un melanin tiretimini

%77 oraninda diisiirdiigii tespit edilmistir (Hoda et al. 2020).

Pseudomonas sp. tiirii tarafindan iretilen 6melaninin UV-B radyasyonuna karsi
koruyucu etkisi ve sitotoksisite potansiyeli, fare fibroblast hiicre hatlart NIH3 T3 iizerinde in
vitro olarak degerlendirilmistir. Saflastirilan pigment, sahip oldugu antioksidan ozellikler
sayesinde, fare fibroblast hiicrelerini UV-B isinlarinin zararl etkilerinden etkin bir sekilde

koruyarak fotokoruyucu potansiyelini gostermistir (Seelam et al. 2021).

Dietzia, kurakliga ve ultraviyole 1sinlarina kars1 dayanikli bir aktinobakteri tiirtidiir. Bu
bakterinin, L-tirozin varliginda koyu kahverengi bir melanin pigmenti retebildigi tespit
edilmistir. Melaninin, serbest radikalleri yok etme ve gilinesin ultraviyole 1sinlara karsi
koruma saglama gibi ¢esitli biyolojik ozellikler sergiledigi belirlenmistir. Ayrica, Dietzia
NM3'ten elde edilen melaninin, krom iyonlarini adsorpsiyon yoluyla uzaklastirma yetenegi

oldugu saptanmistir (Eskandari and Etemadifar, 2021).

Surendirakumar ve arkadaslari (2022), endofitik kiif Phoma sp. RDSE17'den elde edilen
pigmentin biyolojik aktivitelerini degerlendirdiler. Saflastirilmis pigmentin melanin oldugu
dogrulandi ve yiiksek DPPH radikal giderici aktivite gdsterdi. Dahasi, yazarlar Phoma sp.
RDSE17'den tiiretilen melaninin patojenik bakteri ve mantarlara kars1 antimikrobiyal etkinlige
sahip oldugunu da bildirdiler. Dahasi, bu pigment konsantrasyona bagli bir sekilde bir insan
akciger kanseri hiicre hattina (A549) kars1 antikanser aktivite de gosterdi. Barretto ve Vootla
(2020), Cryptococcus rajasthanensis mayasindan elde edilen melaninin biyolojik aktivitelerini
arastirdilar. Analizleri, bu mayadan tiiretilen melaninin antimikrobiyal, antioksidan (DPPH
testi), antiinflamatuar ve antikanser aktivitelere sahip oldugunu ve bunun terapotik
potansiyelini gosterdigini buldu. Chen ve arkadaglari (2021), Auricularia auricula-judae
mantarindaki melaninin in vitro O2e—, ABTS ve OH- radikallerini temizleyebilecegini ve C.
elegans'in in vivo omriinii 6nemli 6l¢iide uzatabilecegini gosterdi. Li ve arkadaslar1 (2022),
Inonotus hispidus mantarinin meyve veren govdelerinden iki farkli melanin fraksiyonunun
(suda ¢oziinen ve suda ¢oziinmeyen melanin) antioksidan yeteneklerini test etti. Suda ¢ézlinen
melaninin insan hepatik LO2 hiicrelerinde H202 kaynakl1 oksidatif hasar1 ve hiicre i¢i ROS'u

onemli 6l¢iide azalttigini buldular.

Tong ve arkadaslar1 (2023), Ophiocordyceps sinensis mantarindan elde edilen

melaninin in vitro agir metal selatlama ve serbest radikalleri (DPPH ve ABTS) temizleme
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aktiviteleri sergiledigini ve hiicre ici ROS'u azaltabilecegini ve insan embriyonik bobrek hiicre
hattin1 (HEK293) H202 kaynakli oksidatif hasara kars1 koruyabilecegini ortaya koydu. Ayrica
melaninin UV bloke edici aktivite gostererek S. cerevisiae hiicrelerini koruyabildigini
gosterdiler. Ma ve arkadaslar1 (2023), Auricularia heimuer mantarindan elde edilen melaninin
alkali ¢ozeltilerde oldukca ¢oziiniir oldugunu ancak damitilmis su ve organik c¢oziiciilerde
¢oziinmedigini buldular. Ayrica bu spesifik melaninin DPPH, OH+ ve ABTS radikallerine kars1

giiclii bir temizleme aktivitesine sahip oldugunu gosterdiler.
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MATERYAL VE METOT

Melanin Ureten Streptomyces Suslarimin izolasyonu

Melanin iireten Streptomyces suslarinin izolasyonu, (g/L) 20 agar, 1 L-tirozin, 0,5
KH2PO4, 0,4 MgSO47H20, 0,5 NaCl, 0,03 FeSOs, 0,03 MnSOs4, 0,004 CoClz, 0,003 CuCl:z ve
0,002 ZnCl2'den olusan tirozin agar (TA) besiyerinde (pH 7,0) gergeklestirilmistir (Besiyerinde,
tirozin tek bagina karbon ve azot kaynagi olarak kullanildi). Bunun igin farkli toprak
orneklerinden (domates tarlasi topragi, patates tarlasi topragi, aycicegi tarlasi topragi, misir
tarlas1 topragi ve bugday tarlasi topragi) (Erzurum, Tiirkiye) alinan toprak ornekleri steril tuzlu
su ile seri olarak seyreltilmis, seyreltilmis Orneklerin 0,1 mL'si TA igeren petri kaplarina
yayilmis ve daha sonra petri kaplari 30°C'de 10 giin boyunca aerobik olarak inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi boyunca petri kaplar1 dikkatlice incelenmis ve ortama ekstraseliiler formda
pigment (kahverengi-siyah) salgilayan mantar benzeri filamentli koloniler alt kiiltiirlere

alinarak saflastirilmistir.

Streptomyces Izolatlarinin Melanin Uretim Potansiyeli ve Tirozinaz Aktivitesinin Analizi

Bu asamada kahverengi-siyah pigmentasyon gdsteren bakterilerin melanin {iretim
potansiyeli siv1 kiiltiirde, yani tirozin broth (TB) besiyerinde test edilmistir. TB ile TA
arasindaki tek fark TB'nin agar igermemesidir. Bunun i¢in TA besiyerinde yetistirilen her izolat
icin miselyumdan c¢ikarilan bir par¢a (¢cap1 0,5 cm) 250 ml’ lik erlen icerisindeki steril TB
besiyerine (100 ml) ekilmistir. Daha sonra erlenler ¢alkalayiciya yerlestirilmis ve 150 rpm
calkalama hiziyla 30°C'de 10 giin inkiibe edilmistir. Bu silirenin sonunda kiiltiirler santrifiij
edilmis ve iistteki stvidaki melanin miktar1 ve tirozinaz aktivitesi belirlenmistir. Ote yandan
pigmentin melanin olduguna dair 6n kanit elde etmek icin pigmentin dalga boyu taramasi bir
UV-Vis spektrofotometre tizerinde 200-700 nm'de gergeklestirilmistir. Dalga boyu tarama
islemi i¢in, kurutulmus pigment ilk olarak alkalin pH'da ¢oziilmiistiir. Bu amacla kurutulmus
pigmentin bulundugu tiipe distile su eklenmis ve daha sonra 5 M NaOH (Son konsantrasyon 10
mg/ml) kullanilarak siispansiyonun pH'st 12'ye ayarlanmistir. Elde edilen verilere gore en
yliksek miktarda melanin {reten izolat secilerek ¢alismanin ilerleyen asamalarinda

kullanilmustir.
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En iiretken izolatin molekiiler olarak tanmimlanmasi

Maksimum miktarda ekstraseliiler melanin iireten izolat, 16S rRNA dizi analizine gore
tanimlanmistir. Bunun i¢in, izolat baslangigta 30°C'de 120 saat boyunca TA besiyerinde aktive
edilmistir. Inkiibasyondan sonra, gelismis miselyumlardan ¢ikarilan bir parca (¢ap1 0,5 cm) 250
mL'lik bir erlen igerisinde steril TB besiyerine (100 ml) ekilmistir. Erlen, 30°C'de ve 150 rpm'de
120 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra en iiretken izolatin genomik DNA's1
genomik DNA saflastirma kiti (Promega wizardR, A2360) kullanilarak izole edilmistir. DNA
orneginin safligin1 kontrol etmek i¢cin 260 nm'deki ve 280 nm'deki absorbanslarin orani
Ol¢iilmiistiir. 16S rRNA geninin PCR amplifikasyonu asagidaki oligoniikleotid primerleri
kullanilarak yapildi: UNI16S-F (5-ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA) ve UNI16S-R (5'-
ATGGTACCGTGTGACGGGCGGTGTGTA). PCR firiinliniin pGEM-T vektor sistemine
(Promega, Ingiltere) klonlanmasindan sonra, rekombinant plazmidler Wizard® Plus SV
Minipreps (Promega, Ingiltere) kullanilarak gelistirilen kolonilerden izole edilmistir. Klon daha

sonra dizilenmis (Macrogen) ve dizi, GenBank veritabanindaki dizilerle karsilastirilmisitr.

Calkalamal sise kiiltiiriinde melanin iiretiminin optimizasyonu

Optimizasyon ¢aligmalarinin ilk adiminda, ii¢ farkli kiiltiir ortaminda en iyi izolat ile
melanin {iretimi test edilmistir. Ik ortam, kimyasal bilesimi yukarida aciklanan TB'ydi. Ikinci
ortam, yani PYIB (pepton-maya 6ziitii-demir broth), 5 g/L pepton, 1 g/L maya 6ziitii ve 0,5 g/L
ferrik amonyum sitrat ve sudan (pH 7,0) olusuyordu. Ugiincii ortam (PYITB), 1 g/L tirozinin
yani sira 5 g/L pepton, 1 g/L maya 6ziitii, 0,5 g/L ferrik amonyum sitrat ve su iceriyordu (pH
7,0). Optimizasyon deneylerinin sonraki asamalarinda, baslangi¢ pH'sinin (5-9), sicakligin (20-
40) ve inkiibasyon siiresinin (72-192 saat) melanin {retimine etkileri arastirilmistir.
Optimizasyon deneyleri, 100 mL iiretim ortami igceren 250 mL’ lik erlenler igerisinde

gergeklestirilmistir.

Fermantasyon Parametrelerinin Analizi
Tirozinaz aktivitesinin belirlenmesi

Ekstraseliiler tirozinaz aktivitesi, dnceki ¢aligmalarda bildirilen yontemlere gore bazi
degisiklikler yapilarak belirlenmistir (El-Naggar ve ark., 2017; Restaino ve ark., 2024).
Kisacasi, santrifiijjlemeyle (4 °C'de 15 dakika boyunca 12.000 rpm) elde edilen kiiltiir
stipernatantinin 0,5 mL'si, L-3, 4-dihidroksifenil alanin (L-DOPA, 4 mg/ml fosfat tamponu)
iceren 2 ml 0,1 M potasyum fosfat tamponuna (pH 7) eklenmistir. Reaksiyon karisimi 30 °C'de
15 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra reaksiyon karisimindaki kirmizi

renklenmenin absorbansi (Spektrofotometre DU800, Beckman Coulter, Brea, CA, ABD)

21



kullanilarak 280 nm'de ol¢iilmiistiir (Tepkimede tirozinazlar, L-DOPA'nin kirmizi renk veren
dopakinona oksidasyonunu katalize eder). Bir birim tirozinaz, dakikada absorbansta 0,001

birimlik artisa neden olan enzim miktar1 olarak tanimlanmaistir.

Melaninin saflastiriimasi

Ustteki ¢ozeltideki melanin asidik ¢oktiirme ile saflastirilmistir (Restaino ve ark., 2024).
Bu amagla, iistteki ¢ozeltiye son pH 1,5'e diisene kadar 5 M HCI ¢ozeltisi eklenmis ve ardindan
24 saat boyunca 4 °C'de tutulmustur. Bu siirenin sonunda, melanini ¢okeltmek ic¢in ¢dzelti
santrifiij edilmistir (4 °C'de ve 6000 rpm'de 15 dakika). S1v1 fraksiyon uzaklastirilmis ve ¢oken
melanin saf su ile hafifce yikanmistir. Son olarak, melanin 50 °C'de sabit agirliga gelinceye
kadar kurutulmustur. Bu sekilde kismen saflastirilmis melanin elde edilmistir. Tarama ve
optimizasyon deneyleri sirasinda kismen saflastirilmis melanin miktar1 dikkate alinmustir.
Ancak, kimyasal karakterizasyon ve biyolojik aktiviteye odaklanan deneyler tamamen
saflastirilmis melanin kullanilarak gerceklestirilmistir. Daha ileri saflastirma i¢in yukarida
aciklanan protokol tekrar uygulanmistir. Yani, kismen saflastirilmis-kurutulmus melanin
damitilmis suda ¢oziildiikten sonra, hazirlanan melanin siispansiyonu sirastyla asidik
coktiirmeye (5 saat boyunca karistirma kosullar1 altinda 5 M HCI ¢ozeltisi ile), santrifiijlemeye
(15 dakika boyunca 4 °C ve 6000 rpm'de) ve kurutma iglemlerine tabi tutulmustur. Bu sekilde,
safsizliklar (proteinler, niikleik asitler, vb.) giderilmesi amaglanmis ve tamamen saflastirilmig
melanin hazirlanmistir. Bu melanin daha sonra kimyasal karakterizasyon ve biyolojik aktivite

ile ilgili deneylerde kullanilmistir.

Saflastirilmis Melaninin Karakterizasyonu
Melanin'in suda ¢oziiniirliigii ve UV-vis spektrofotometrik analizi

Calismada kullanilan melanin asit ¢oktiirme yontemi ile saflastirildigindan dolay: asidik
olup suda ¢oziinmez 6zelliktedir. Bu yilizden kurutulmus melaninin ilk olarak su igerisinde
farkli pH' larda ¢oziiniirliigi test edilmistir. Bunun i¢in melanin saf su icerisine aktarilmig (10
mg/ml) ve siispansiyonun pH' s1 5 M NaOH kullanilarak farkli pH' lara (4-12) ayarlanmustir.
Hazirlanan siispansiyonlar 5 dk boyunca oda sicakliginda vorteks islemine tabi tutulmus ve bu
stirenin sonunda karigimlar 5000 rpm’ de 10 dk stireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminin
ardindan siv1 kisim uzaklastirilmis, alttaki ¢okelti S0°C’ de sabit agirliga kadar kurutulmus ve
ardindan tartilmistir. Baglangi¢ miktarindan ¢okelti miktar ¢ikartilarak melanin ¢oziintirligi
hesaplanmistir. Ote yandan, maksimum melanin ¢dziiniirliigiiniin tespit edildigi érnek dalga
boyu taramast igin kullanilmistir (Melanin i¢in dalga boyu taramas1 UV-vis spektrofotometre

kullanilarak 200-700 nm’ de yapilmistir).
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Fourier doniisiimlii kizilotesi (FT-IR) ile melaninin analizi

Saflagtirtlmis melaninin  fonksiyonel gruplart Fourier Doniisimli Kizilotesi
Spektroskopisi (FTIR) ile analiz edilmistir. Bu amagla, 3 mg melanin ve 5 g potasyum bromdir
(KBr) ayr1 ayr (sirastyla 60°C ve 120°C'de) diisiik basing altinda 12 saat kurutulmustur.
Melanin 100 mg KBr ile homojenize edilmis ve karisim yaklasik 0,2 mm kalinliginda ¢ok ince
diskler olusturmak i¢in sikistirilmigtir. Son olarak, karigimin FT-IR spektrumlar1 4000-400 cm-

1 araliginda analiz edilmistir.

Saflastirilmis Melaninin In Vitro Antioksidan Aktivitesi

DPPH radikalini uzaklastirma aktivitesinin test edilmesi i¢in, 0,3 mL numuneye
(Melanin veya C vitamini ¢ozeltisi) yaklasik 0,9 ml DPPH ¢6zeltisi (2 mg/mL) ilave edilip ve
karisimin, oda sicakliginda 30 dakika siireyle reaksiyona sokulduktan sonra absorbans 517
nm'de Ol¢iilmiistiir (Erel 2004; Ji et al. 2022). Test edilen 6rneklerin DPPH radikaline karsi
temizleme aktiviteleri (%) denklem 1'e gore hesaplanmistir [Ao (kontrol): distile su ve DPPH
iceren soliisyonun absorbansi, Ai: DPPH ve melanin veya C vitamini igeren soliisyonun
absorbansi, A2: DPPH igermeyen diger bilesenleri i¢eren soliisyonun absorbansi (DPPH yerine

etanol)].
0 e A—Ay
% Scavenging = (1 "~ ) X 100 (D

Melaninin ABTS radikalini temizleme potansiyelini test etmek i¢in ilk olarak ABTS
¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu amagla 9,9 mg potasyum persiilfat, 15 ml ABTS sulu ¢ozeltisi (5,55
mmol/L) ile karistirilacak ve ¢ozelti, mavi-yesil renk olusuncaya kadar karanlik ortamda
25°C'de 15 saat siireyle inkiibe edilmistir. Daha sonra bu ¢ozelti PBS (100 umol/L, pH 7,4)
¢ozeltisi ile 734 nm'de absorbansi 0,7 olana kadar seyreltilmistir. Daha sonra numunenin 1
mL'si (melanin veya C vitamini) 2 mL ABTS soliisyonu ile 25 dakika reaksiyona sokulacak ve
ardindan karisimin absorbans degeri 734 nm'de dlgtilmistiir (Erel 2004; Ji et al. 2022). Test
edilen Orneklerin ABTS radikaline karsi giderme aktiviteleri (%) denklem 1'e gore
hesaplanmistir [Ao (kontrol): distile su ve ABTS igeren soliisyonun absorbansi, A1: ABTS ve
melanin veya C vitamini igeren soliisyonun absorbansi, A2: ABTS icermeyen diger bilesenleri

iceren soliisyonun absorbansi (ABTS yerine distile su)].

Melaninin hidroksil radikali (OHe) temizleme aktivitesi, Qiao et al (2009) ve Ji et al
(2022) tarafindan agiklanan yonteme goére belirlenmistir. Bunun i¢in numunenin 0,5 mL'si
(melanin veya C vitamini), 0,5 mL salisilik asit ¢ozeltisi (9 mmol/L), 0,5 ml FeSO4 ¢ozeltisi (9
mmol/L) ve 0,5 ml H202 ¢ozeltisi (9 mmol/L) ile karistirilmistir). Hazirlanan son ¢ozelti

37°C'de 40 dakika inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda karisimin absorbansi 510 nm'de
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Olciilmiistiir. Test edilen 6rneklerin OHe radikaline kars1 giderme aktiviteleri (%) denklem 1'e
gore hesaplanmugtir [Ao (kontrol): numune (melanin veya C vitamini) ve H202 ¢6zeltisi yerine
distile su igeren ¢Ozeltinin absorbanst Ai: numune (melanin veya C vitamini) ve diger
bilesenleri igeren karisimin absorbansi, A2: H202 icermeyen (yerine distile su) fakat numune

dahil diger bilesenleri i¢eren soliisyonun absorbansi].

Melaninin’ nin Oze- radikali giderme giicli 6nceki ¢aligmalarda agiklanan yonteme gore
(Liu et al. 1997; Bi et al. 2013) hafif degisikliklerle test edilmistir. Bunun i¢in, 1 mL melanin
¢ozeltisi, 1 mL 300 uM nitrotetrazolium blue chloride (NBT), 1 mL 936 uM B-nikotinamid
adenin dintikleotid (NADH) ve 1 mL 120 uM fenazin metosiilfat (PMS) 100 mM'de fosfat
tamponu (pH 7,4) icerisinde karistirilmistir. Karigim 1 dakika karistirildiktan sonra karanlik
ortamda 25°C'de 5 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra reaksiyon
karisiminin absorbansi 560 nm'de 6l¢iilmiis ve O2e- radikali giderme potansiyeli denklem 1’ e
gore hesaplanmustir. [Ao (kontrol): numune yerine distile su diger bilesenleri igeren soliisyonun
absorbansi, A1: numune (melanin veya C vitamini) ve diger bilesenleri igeren soliisyonun
absorbansi, A2: NBT igermeyen (yerine PBS) fakat numune dahil diger bilesenleri i¢eren

sollisyonun absorbansi].

Saflastirilmis Melaninin Sitotoksisite Analizi

L.929 (fare fibroblast hiicre hatti, ATCC CCL-1) hiicreleri, L-glutamin, %10 fetal dana
serumu (FBS) ve 100 U/ml penisilin/streptomisin takviyeleri iceren DMEM/F-12 ortaminda
37°C'de %5 CO2 inkiibasyonunda kiiltiire edilmistir. Kiiltiir ortami her 2 giinde bir
degistirilmistir.

Sitotoksisite, mitokondriyal rediiktaz aktivitesini Olgen in vitro suda c¢oziiniir
tetrazolyum tuzu (WST-1) testi ile belirlenmistir (Bakan ve ark., 2020). 3x104 hiicre/mL
konsantrasyonu 96 kuyulu plakalara ekilmis ve kiiltiirlenen hiicreler farkli dozlarda test
ornegiyle (6,25-1000 pg/ml) muamele edilmis ve 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Muamele
edilmemis hiicreler negatif kontrol olarak kullanilmistir. Optik yogunluk, ¢cok kuyulu bir plaka
okuyucusunda (Thermo Scientific™ Multiskan™ Mikroplaka Spektrofotometresi) 450 nm'de
Olclilmiistiir. Bagil canlilik, negatif kontrollere (islenmemis hiicreler) gore hesaplanmustir.

Canlilik yiizdesi asagidaki gibi belirlenmistir;

(%) Viable cells= ([(absorbance of treated cells) —(absorbance of the
blank)])/([(absorbance of the control)—(absorbance of the blank)) x100
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Hiicre ici ROS’un dlciimii

DCFH-DA ve DHE tabanli test, floresan molekiiler bir prob kullanilarak yapilan bir
oksidatif stres testidir (Beus ve ark., 2023). Farkli reaktif oksijen tiirleri (ROS) tarafindan 2',7-
diklorofluorescein (DCFH) ve dihidroetidyum (DHE) boyasinin oksidasyonuna dayanir.
DCFH-DA hiicre zarlarina serbestge niifuz eder ve hiicresel esteraz tarafindan hidrolize edilerek
DCFH olusturulur ve bu da hidroksil radikallerinin varliginda floresan 2',7'-diklorofluorescein'e
(DCF) oksitlenir. DHE, bir siiperoksit radikalinin varliginda hiicre ici olarak kararli olan
floresan 2-hidroetidyum'a (EOH) oksitlenir ve bu da doniisiimler arasi degiskenlik riski
olmadan DHE floresansinin hassas bir sekilde dl¢lilmesine olanak tanir. ROS olusumunun doz
bagiml dl¢timleri, L929 hiicreleri tizerinde 37°C'de 4 saat boyunca 6,25-1000 pg/ml doz
araliginda test Oornegi ile muamele edilerek gergeklestirilmistir. Hidrojen peroksit (100 uM
H202) pozitif kontrol olarak kullanilmis ve H20:2 ile muamele edilmeyen hiicreler negatif
kontrol olarak kullanmilmistir. Test materyaline maruz birakildiktan sonra hiicreler ii¢ kez PBS
ile yikanmis ve daha sonra 30 dakika boyunca 20 uM DCFH-DA ve 20 uM DHE boyasi ile
boyanmustir. Hiicreler daha sonra tekrar PBS ile iki kez yikanmis ve 485 nm dalga boyunda ve
535 nm emisyon dalga boyunda bir plaka okuyucu kullanilarak dl¢iilmiistiir. Veriler, karsilik

gelen negatif kontrollere kiyasla yiizde floresans olarak ifade edilmistir.

Saflastirllmis Melaninin H.O, Kaynakh Yaslanmaya Karsi In Vitro Koruyucu Etkisi

L929 hiicreleri, H202 ekilmeden Once 24 saat boyunca takviyeler iceren DMEM/F12
ortaminda 96 kuyulu plakalara (1x104 hiicre/kuyu) ekilmistir. 24 saat sonra hiicreler bir kez
kiiltiir ortamiyla yikanmis ve 2 saat boyunca 250 uM H20:2 ile muamele edilmistir. Hiicre
canliligi, test materyali ve/veya H202 ile muameleden sonra WST-1 ile tespit edilmistir.
Hiicreler, %5 COz2 igeren nemli bir atmosferde 37 °C'de 1 saat inkiibe edilmistir. Numunelerin
450 nm'deki absorbansi, ¢ok kuyulu bir plaka okuyucusu (Thermo Scientific™ Multiskan™
Mikroplaka Spektrofotometresi) kullanilarak olctilmiistiir. Optik yogunluk, her plakadaki
uyarilmamig hiicrelerin absorbansina gore normalize edilmis ve kontrol degerlerinin yiizdesi

olarak ifade edilmistir (Chang ve ark., 2018).

Saflastirilmis Melaninin In Vitro Yara Iyilestirme Potansiyelinin Arastiriimasi

L929 hiicre hattinda IBIDI 2-kuyulu-Kiiltiir-Ek Pargalar1 (Cat No: 81176, Almanya)
kullanilarak in vitro yara iyilesmesi/gizilme testi gergeklestirilmistir. Oncelikle, her bir kuyuya
1x104 hiicre/mL ekilmis ve 24 saat boyunca 37°C'de kiiltiire birakilmustir (Lin ve ark., 2019,
Bakan ve ark., 2020). Inkiibasyondan sonra, plastik aparat atilmis ve hiicreler PBS (Ca/Mg

icermeyen) ile yikanmistir. Daha sonra farkli konsantrasyonlarda test materyali iceren serumsuz
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ortamla muamele edilmistir. Tedaviden sonra, hiicreler gézlemlenmis ve aralik kapanana kadar
zaman noktasindan ters mikroskop (ZEISS) altinda fotograflanmistir. Aralik 6l¢iimleri Image J

programi ile degerlendirilmis ve kapanma yiizdesi ii¢ tekrarla hesaplanmaistir.
Saflagtirilmis Melaninin HET-CAM Testi ile Irritasyon Ozelliginin Arastiriimasi

HET-CAM (tavuk yumurtasi testi-koryoallantoik membran) testi, ICCVAM oOnerilerine
gore test bilesiklerinin tahrig/antianjiyojenik potansiyelini degerlendirmek i¢in yaygin olarak
kullanilmigtir (Luepke ve ark., 1985, ICCVAM, 2010). Test, hayvan deneylerine alternatif
yontemlerin kullanilmasiyla hizli ve giivenilirdir. Bu ¢alismada déllenmis tavuk yumurtalari
(50-60 g) kullanilmistir (n = 3). Yumurtalar 37 £ 0,5 ° C'de, %70 nemde 7 giin inkiibe edilmistir.
7. giinde yumurtalarin ekvatorunda bir cam (2x2 cm) agilmis, her test érneginden 300 pL
dogrudan CAM'a damlatilmis ve 0,5, 2 ve 5 dakikalik araliklarla temas halinde birakilmistir.
Negatif kontrol olarak %0,9 NaCl ¢ozeltisi ve pozitif kontrol olarak 0,1 N NaOH kullanilmustir.
Membran vaskiiler hasar agisindan incelenmis ve gegen siire diizenlenmistir. Olusabilecek

tahris derecesi skoru (IS) asagidaki sekilde hesaplanmaistir;
IS = (301 —tH) x 5300 + (301 — tL) x 7 300 + (301 — tC) x 9 300

tH, tL ve tC sirasiyla hemoliz, lizis ve pihtilasmanin meydana gelmesi i¢in gereken
stiredir (saniye cinsinden). Formiilasyonlar, IS degerlerine bagl olarak tahris edici olmayan (IS
<1), hafif tahris edici (1 < IS < 5), orta derecede tahris edici (5 < IS < 10) veya siddetli tahris
edici (IS > 10) olarak siniflandirilir.

Saflagtirllmis Melaninin Antimikrobiyal Ozelliginin Arastiriimasi

Melanin'in antimikrobiyal etkinligi, Agar Well difiizyon testine gore iki gram pozitif
(Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Bacillus cereus ATCC 11778) ve iki gram negatif
(Escherichia coli O157:H7 ATCC 43894 ve Klebsiella pneumonia ATCC 13883) bakteriye
karsi test edilmistir. Etkinligi farkli konsantrasyonlarda (250, 500, 750 ve 1000 ug/mL) test
edilmistir. Test bakterilerinin kiiltiirleri once Nutrient Broth (NB) ortaminda 24 saat
hazirlanmis ve kiiltiiriin 0,1 mL'si (kiiltiirlerin yogunlugu 0,5 McFarland'a ayarlandi) steril bir
pamuklu ¢ubuk kullanilarak besin agar1 (NA) igeren petri kaplarina yayilmigtir. Daha sonra,
farkl1 konsantrasyonlarda (250, 500, 750, 1000 ve 1250 pg/mL) hazirlanan melanin
soliisyonlarindan 40 pL, bir delici yardimiyla NA tizerinde agilan kuyucuklara eklenmistir. Son
olarak, petri kaplar1 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda, kuyucuk

etrafinda olusan zonlar Slgiilmiistiir.
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ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Ekstrasellular Melanin Ureten Mikroorganizmalarin izolasyonu

Mevcut izolasyon c¢aligmalarinda, tyrosin agar (TA) besiyeri iizerinde filamentli yapida
koloni olusturan ve besiyerine kahve-siyah tonlarinda pigment salgilayan (ekstrasellular)
kolonilerin saflagtirilmas1 amaglanmistir. Bu kriterler g6z 6niine alinarak, TA besiyeri izerinde
farkli oldugu diistiniilen toplam 16 koloni saflagtirilmistir. Bu kolonilerin, 4 tanesinin izolasyon
kaynag1 aycicegi tarlasi topragi, 2° sinin musir tarlasi topragi, 4’ liniin patates tarlasi topragi, 3’
tiniin domates tarlas1 topragi ve 3’ iiniin bugday tarlasi topragi idi. 16 izolatin daha sonra sivi
besiyerindeki tyrosinaz aktiviteleri ve ekstrasellular melanin iiretme yetenekleri arastirilmistir.
Biitiin izolatlarin tyrosinaz aktivitesine sahip oldugu belirlensede, maksimum tyrosinaz
aktivitesi (5250 U/L) SY8 izolat1 i¢in Olclilmiistiir. Benzer sekilde, biitiin izolatlar sivi
besiyerinde kahverengi-siyah renklenme meydana getirse de gorsel olarak en fazla renklenme
SY8 izolatinin kiiltiirlinde tespit edilmistir. Ayrica, yontem kisminda belirtildigi gibi pigment
santrifiij ve asit muamelesi islemleri ile saflastirilmis ve daha sonra da kurutulmus ve
tartilmistir. Elde edilen sonuglara gére sivi kiiltiirde en yiiksek miktarda (1.87 gr/L) pigmenti
patates tarlasi topragindan izole edilen SY8 izolatinin iirettigi tespit edilmistir. Dahasi, sadece
SY8 izolatinin degil patates tarlasi topragindan izole edilen diger izolatlarinda (SY5, SY6 ve
SY7) melanin iiretme potansiyeli diger 12 izolttan daha yliksek bulunmustur. Bu durum,
melanin lireten mikroorganizmalar i¢in patates tarlasi topragmin iyi bir izolasyon kaynagi
oldugunu isaret etmektedir. Bu sonuglar goz 6niine alindiginda, maksimum miktarda melanin

iireten SY 8 kodlu izolat, calismanin sonraki asamalari i¢in se¢ilmistir.
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Tablo 1. izolatlarin Pigment ve Tirozinaz Uretme Potansiyelleri

izolasyon Tirozinaz Melanin
kaynag izolat kodu aktivitesi
(UL) Miktar (g/L) Renklenme
Aygcicegi sY1 1760 0.34 Zayif
tarlasi topragt - o 1340 0.39 Zayif
SY3 2360 0.66 Orta
SY4 3420 1.21 Tyi
Patates tarlas1 SY5 5760 1.63 Iyi
toprag: SY6 4830 1.48 iyi
sY7 1640 0.81 Orta
SYs 5250 1.87 Orta
Misir tarlasi SY9 1460 0.33 Zayf
topragi SY10 3450 112 Orta
Domates SY11 3130 0.89 Orta
tarlast topragt gy, 5740 159 Orta
SY13 1120 0.23 Zayf
Bugday SY14 2350 0.77 Orta
tarlast topragl gy 4340 1.35 iyi
SY16 2690 0.76 Orta

zay1f < 0.5 g/L, 0.5 <orta<'1 g/L, iyi > 1 g/L

SY8 Kodlu izolatin Molekiiler Teshisi

16S rRNA dizi analizine gore, SY8 izolat1 Streptomyces bottropensis (GenBank:
PQ565816) olarak tanimlanmustir. S. bottropensis, ¢esitli toprak ortamlarindan izole edilen
zorunlu aerobik, spor olusturan bir bakteridir (Ahmed et al. 2020; Ma et al. 2020). Bu tiiriin
bazi suslarinin patateste yaygin uyuz hastaligina neden oldugu belgelenmistir (Leiminger et al.
2013; Zhou et al. 2017; Karag6z ve Kotan, 2017; Sarwar et al. 2018). Literatiirdeki bu bilgiler
gbz Oniine alindiginda, SY8 susunun patates tarla topragindan izole edilmesi sasirtici
olmamalidir. Literatiirde, S. bottropensis suslarinin makrosiklik peptit antibiyotik bottromisin
ve tip II poliketidler (rishirilidler ve mensakarsin) tirettigi bildirilmistir (Tsypik et al. 2021).
Ayrica, onceki bir calismada (Leiminger et al. 2013), S. bottropensis tiirlerinin bazi suslarinin
agar besiyerinde melanoid pigmentleri sentezleyebildigi bildirilmistir. Ancak, S. bottropensis
suslarindan melanin iiretimi (¢alkalamali erlen kiiltiiriinde veya fermentor kiiltiirtinde) veya
saflagtirilmis melaninlerinin karakterizasyonu ve biyolojik aktiviteleri hakkinda literatiir

caligmasi yoktur. Bu nedenle, mevcut ¢alismada, S. bottropensis SY8'den calkalamali erlen
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kiiltirinde melanin {iretilmesi ve {iretilen melaninin karakterize edilmesi ve biyolojik

aktivitelerinin arastirilmasi biyoteknolojik ve tibbi ¢alismalara katkida bulunabilir.

a)

Streptomyces liliiviolaceus (JCM 34767)
—: Streptomyces apricus (JCM 33736)
Streptomyces aurantiacus (ATCC 19822)
Streptomyces tauricus (ATCC 27470)
Streptomyces umbrinus (ATCC 19929)
Streptomyces adelaidensis ( DSM 42026)
Streptomyces caniscabiei (DSM 111602)

{ Streptomyces bottropensis (ATCC 25435)
@ SYS (PO565816)
Streptomyces humidus (ATCC 23923)

Streptomyces deccanensis (DSM 41916)
Streptomyces phaeolivaceus (KCTC 49326)

{ Streptomyces griseiscabiei (DSM 112329)
Streptomyces akebiae (JCM 34922)

Bacillus licheniformis (DSM 13)

Sekil 1. Streptomyces izolatlarinin 16S rRNA dizi analizi sonuglarina gore filogenetik agact

SY8 Kodlu izolat’ dan Melanin Uretiminin Optimizasyonu

Literatlirde Streptomyces suslarinin melanin iiretim kapasitesinin ortam tipi, sicaklik,
baslangic pH'1 ve inkiibasyon siiresi gibi farkli kiiltiir parametrelerinden etkilendigi
belirtilmektedir (Dholakiya et al. 2017; EI-Naggar ve El-Ewasy, 2017; Kraseasintra et al. 2023;
El-Zawawy et al. 2024). Bu nedenle, bu parametreler S. bottropensis SY8'den melanin
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tiretimini artirmak i¢in optimize edilmistir. Sonuglar, melanin verimliliginin TB besiyerinde
(tirozin ve mineral tuzlari) diisiik, PYIB besiyerinde (pepton-maya 6ziitii-demir broth) orta ve
PYITB besiyerinde (pepton-maya o6ziitii-demir-tirozin broth) yiiksek oldugunu ortaya
koymustur (Sekil a). 20 ila 40 °C arasindaki test edilen sicaklik degerleri arasinda, maksimum
melanin iiretimi 30 °C'de elde edilmistir (Sekil b). Bakterinin melanin iiretme potansiyeli pH 5
ila 9 araliginda test edildiginde, maksimum melanin {iretiminin 8,0'lik bir baslangi¢ kiiltiir
Ph’sinda bagarildigi belirlenmistir (Sekil c¢). Optimizasyon deneylerinin son agamasinda, 48 ila
192 saatlik inkiibasyon siiresinin melanin iiretimi ve hiicre biiylimesi iizerindeki etkisi test
edilmistir. Sekil d'de gorildiigi gibi, kiiltiiriin ilk 48 saati iginde kiiltiirde zayif bir hiicre
biiyiimesi ve diisiik melanin sentezi oldugu goriinmektedir. Hiicre biiyiimesi 48. saatten sonra,
melanin sentezi ise 72. saatten sonra dnemli artis gostermistir. Hiicre biiyiimesi, yani hiicre kuru
agirligi 96. saatte maksimum seviyeye ulagsmistir ve 96 ile 144. saatler arasinda sabit kalmstir.
144 ile 168. saatler arasinda hiicre kuru agirhiginda kiigiik bir azalma tespit edilmistir. Bu
azalma, kiiltiirdeki besin Ogelerinin tiikenmesi nedeniyle bakteri hiicrelerinin canliligini
kaybetmesi ve lizisiyle agiklanabilir. Hiicre kuru agirlig1 144-168. saatler arasinda azalmasina
ragmen melanin liretimi 168. saate kadar devam etmistir. Bu durum 144-168. saatler arasinda
hiicre lizisine bagl olarak hiicre i¢i melaninin kiiltiir sivisina salinmasi ile a¢iklanabilir. Ancak
melanin konsantrasyonu 168. saatten sonra kiiltlirde stabil hale gelmistir. Tiim bu sonuglar daha
onceki ¢aligmalarda bildirilen diger Streptomyces suslarinda da oldugu gibi, uzun inkiibasyon
stiresi S. bottropensis SY8'de de melanin sentezini artirdigini ortaya koymustur (E1-Naggar ve
El-Ewasy, 2017; Rudrappa et al. 2022; El-Zawawy et al. 2024) Ancak 168. saatte 120. saate
gore daha fazla melanin iiretimi meydana gelmesine ragmen farkin c¢ok kiiciik oldugu
unutulmamalidir. Calkalayicinin ¢aligtirilmasi icin gereken elektrik ve is gilici gz Oniine
alindiginda, mevcut calismanin sonraki karakterizasyon ve biyolojik aktivite deneylerinde

kullanilacak melanin iiretimi i¢in 120 saatlik bir inkiibasyon siiresi segilmistir.
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Sekil 2. SY8 Kodlu izolat’ dan Melanin Uretiminin Optimizasyonu

Melaninin Total Uretimi ve Saflastiriimasi

Karakterizasyon ve biyolojik aktivite deneyleri i¢in biiyiik miktarda melanin
gerektiginden, melanin optimize edilmis kiiltiir kosullari altinda (her biri 100 mL iiretim ortami
iceren toplam 20 erlen) daha biiyiik hacimde (2 L) tekrar tiretilmistir. 120 saatlik inkiibasyon
stiresinin sonunda, kiiltiirler bir erlende birlestirilmis ve melaninin tam saflagtirilmasi yontemler
bolimiinde belirtildigi gibi gerceklestirilmistir.  Saflagtirllmis melanin  daha sonra

karakterizasyon ve biyolojik aktivite deneyleri i¢in kullanilmistir.
Melaninin Karakterizasyonu

Melaninin suda ¢oziiniirliigii ve UV-vis spektrofotometrik analizi

Gorsel inceleme, pH 4 ila 7 araliginda karigimin dibinde ¢ok fazla melanin ¢okeltisi
oldugunu, melanin ¢ozlinlirliigliniin yani kahverengi-siyah renk olusumunun ise pH 7'nin
iizerinde onemli Ol¢iide arttigini ve ¢okelti miktarinin azaldigini ortaya koymustur. Benzer
sekilde, kantitatif analizler 7°nin iizerindeki pH degerlerin melaninin suda ¢oziiniirliigiini

artirdigim agikga ortaya gikartmistir. Ornegin, melanin ¢dziiniirliigiiniin pH 8, 9, 10, 11 ve 12'de
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sirastyla %42,3, %71,3, %81,4, %88,9 ve %93,7 oldugu belirlenmistir. Coziiniirliik oranlarina
dayanarak, UV-Vis analizi i¢in pH 12 olan melanin ¢6zeltisi kullanilmistir. S. bottropensis SY8
tarafindan iiretilen pigmentin melanin olduguna dair 6n kanit elde etmek i¢in, pigment igin
dalga boyu taramasi 200-700 nm'de bir UV-Vis spektrofotometresinde gercgeklestirilmistir
(Sekil 3). Tarama sonuglar1, melaninin 235 nm'de maksimum absorbansa sahip oldugunu ortaya
koymustur. Bu bulgu, Streptomyces tiirevi melaninlerin ¢ogunlukla 200-255 nm civarinda
maksimum absorpsiyon verdigini gosteren literatiirle tutarlidir (E1-Naggar ve EI-Ewasy, 2017;
Bayram et al. 2020; Li et al. 2021; Restaino et al. 2022; El-Zawawy et al. 2024).
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Sekil 3. Saflastirilanan melaninin UV-Vis spektrumu
Melaninin FTIR analizi

FTIR analizi melaninin 3282, 2926, 1643, 1633, 1535, 1454, 1415, 1365, 1215, 1033,
783, 669, 642, 599 ve 533 cm-1'de giiclii bantlar gosterdigimi ortaya ¢ikarmistir. Melanin i¢in
3282 cm-1'deki bant, molekiiller aras1 hidrojen baglarinin ve —OH gerilme titresiminin varligina
atfedilmistir (Kayar ve ark., 2022). 2921 cm-1'deki giiglii bant, alifatik C-H grubunun (-CH2
ve -CH3) gerilme titresimiyle iliskili oldugu diisiiniilmiistiir. Ayrica, melanin pigmentlerinin
alifatik C—H gruplarmin 1400 ile 1500 cm—1 arasinda bantlar verdigi bilinmektedir (Sajjan et
al. 2010). Bu nedenle, melanin igin 1454 cm-1 ve 1415 cm-1'de tespit edilen giiclii bantlar,
alifatik C-H gruplarinin (-CH, -CH2 ve -CH3) egilme titresim modlarmin varligina da
atfedilmistir. Daha 6nce agiklandigi gibi (Kayar et al. 2022), 1600 ve 1700 cm-1 araligindaki
bantlar (1643 cm-1 ve 1635 cm-1), C=0 ve C-N gruplarinin gerilme titresimi, 1480-1575 cm-
1 araligindaki bant (1535 cm-1), N-H biikiilmesi ve C-N gerilme titresimine atfedilmistir. 1365
cm-1'de tespit edilen giiclii absorbansin, daha once bildirildigi gibi, bir C=0 veya COO-
grubunun varligryla iliskili oldugu diisiiniilmiistiir (Qiu et al. 2023). Onceki ¢alismalarda
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bildirildigi tizere (Sajjan et al. 2010; Wang ve Rhim, 2019; Khougeer et al. 2022), 1033 cm-
1'deki giiclii absorbans melanin pigmentindeki alifatik yapinin diizlem i¢i C-H'ma, 950 ila 750
cm-1 araligindaki bant (783 cm-1) aromatik C—H diizlem dis1 biikiilmeye ve 700 cm-1'in
altindaki melanin i¢in karakteristik olan bantlar (669, 642, 599 ve 533 cm-1) ise alken C—H

yapisina atfedilmistir.
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Sekil 4. Saflastirilmig Melaninin FTIR ile Fonksiyonel Gruplarinin Analizi

Saflastirilmas Melaninin In Vitro Antioksidan Aktivitesi

Antioksidanlar, serbest radikal olusturabilen maddelerin oksidasyon reaksiyonlarini
onleyebilen ve yavaslatabilen molekiillerdir. Insanlardaki antioksidan molekiiller ya viicut
tarafindan endojen olarak {tiretilir ya da ekzojen olarak disirdan alinir. Hem endojen hem de
ekzojen antioksidanlar ROS temizleyici olarak gorev yaparak ROS’ u normal seviyelerde
tutmaktadir (Arslan et al. 2023). Ekzojen antioksidanlar ise esas olarak bitkiler ve hayvanlardan
elde edilmektedir. Literatiirde, bitkilerin yanisira mantar, bakteri ve alg gibi organizmalarinda
ekzojen antioksidantlarin kaynaklari olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir (Esim et al. 2024).
Ornegin, bakteriler polisakkaritler ve pigmentler gibi metabolitler iiretmekte ve bu
metabolitlerde in vitro ve in vivo’da antioksidan aktiviteler sergilemektedir (Chandra et al.
2020; Arslan et al. 2023; Esim et al. 2024). Melaninler bakteri kokenli antioksidant aktiviteli
pigmentlerin en 6nemlileri arasinda yer almaktadir (Mary et al. 2020; Polapally et al. 2022; Wu
et al. 2022). Mevcut ¢alismada da S. bottropensis SY8’ den saflastirilan melanin pigmentinin
in vitro antioksidan aktivitesi aragtirilmistir. Sekil 5’ ten goriilebilecegi gibi melanin test edilen
radikallere kars1 [DPPH, ABTS, hidroksil (OH¢) ve siiperoksit (O2"")] antioksidant aktivitesi

vitamin C’ den daha diislik olsada, melaninin bu radikallerinin tamamina kars1 kayda deger
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seveiyede antioksidant aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Melanin i¢in en yiiksek
antioksidant aktivite OHe radikaline (%58.6), bunun ardindan da sirasiyla ABTS (%57.9),
DPPH (%56.7) ve 02" (%40.2) radikallerine kars1 dlgilmiistiir.
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Sekil 5. Saflagtirilan melaninin DPPH (a), ABTS (b), OHe (¢) ve O2" (d) radikallerine kars1 in
vitro antioksidant aktiviteleri

Saflastirilmis melaninin sitotoksisite analizi

Deneyler, kontrol grubuyla karsilastirildiginda, test materyaline 24 saat maruz birakilan

L.929 hiicre hatti tizerinde sitotoksik bir etki olusmadigini ortaya ¢ikardi (Sekil 6).
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Sekil 6. Melanin toksisitesinin L.929 hiicre hatt1 iizerinde test edilmesi. Hiicre hatt: melaninin farkli
konsantrasyonlarina 24 saat siireyle maruz birakilmis ve hiicre canliligt WST-1 testi ile analiz edilmistir. Tiim
veriler {i¢ bagimsiz tekrardan elde edildi ve ortalama+SD olarak sunulmustur.

Bu agamada, DCFH-DA ve DHE boyas1 kullanilarak ROS'un hiicre i¢i diizeylerinin
Olclimii, test Ornegi maruziyetiyle veya maruziyetsiz 1929 hiicreleri iizerinde
gerceklestirilmistir. DCF ve DHE floresan sinyali uygulanan dozlarda 6nemli Slgiide azaldigi
belirlenmistir, bu da Sekil 7'de gosterildigi gibi ROS firetiminin kontrol gruplarina kiyasla

azaldigini isaret etmektedir.

A B
L929 L929
2.0- 4=
@ 1.5m i 3
E e w
< 1.0 E
o U= = 2=
2 u
= T
S S
a 0.5= 1=
M By 2y 39 L A . R R
o f@ & % s I C IR eff“
Doses (ug/ml) Doses (pg/ml)

Sekil 7. 1.929 hiicre hattinda 4 saatlik inkiibasyondan sonra test 6rneginin hiicre i¢i ROS diizeyi

tizerindeki etkileri. Hiicreler 20 uM DCFH-DA (A) ve 20 uM DHE boyas1 (B) ile boyandi. NC: Negatif kontrol
(H20- ile iglem gérmemis), PC: Pozitif Kontrol (H2O; ile islem gbrmiig). Veriler, negatif kontrollere kars
hesaplama ile £SD ile ortalama floresan sinyalini temsil eder ve 6rnek bagina en az 10.000 olay toplanir
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Melanin H2O; ile Indiiklenen Deri Yaslanmasina Kars1 Koruyucu Etkisi

Elde edilen sonuglar (sekil 8), H202” nin hiicre canliligin1 azalttigin1 ancak melanin
uygulamasimim canliligs korudugunu ortaya cikardi. Ozellikle, 500 ve 1000 pg melanin

konsantrasyonlarinda L1929 hiicrelerinin canlilig1 {izerinde daha fazla koruyucu etkiye sahip

oldugu tespit edildi.
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Sekil 8. Test 6rneginin L929 hiicre hattinda indiiklenen H202'ye (250uM) kars1 potansiyel

koruyucu etkileri. Hiicreler 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda test 6rnegiyle muamele edildi, 6n islem
2 saat boyunca 250uM H0: ile yapildi. Hiicre canlilig1 testi, negatif kontrollere (*) ve pozitif kontrole (#) kars
hesaplama yapilarak yiiriitiildii. Veriler, {i¢ bagimsiz deneyin ortalamasi = SD'dir

Saflagtirllmis Melaninin In Vitro Yara lyilestirme Potansiyeli

In vitro yara iyilesmesi/cizik testi, uygulanan maddeye gdre gd¢ sirasinda hiicrelerin
morfolojik Ozelliklerini, hiicreler arasi etkilesimi ve kapanma zamaninmi goézlemlemek igin
kullanilmigtir. Deneyde, sitotoksisite test sonuclar1 dikkate alinarak, yara iyilesmesi iizerinde
test maddesinin etkisini gormek i¢in {i¢ farkli doz se¢ilmistir. Deney sonuglarina gore, hiicre
gocii tizerinde uygulanan dozlar arasinda fark bulunmaktadir. 250 pg/ml, 500 pg/ml ve 1 mg/ml
uygulanan dozlar arasindaki fark karsilastirildiginda, en iyi kapanma oraninin en yiiksek dozda
oldugu goriilmiistiir. Negatif kontrol de dahil olmak iizere tiim gruplar 36 saatte kapanirken, 1
mg/ml doz grubu 24 saatte tamamen kapanmuistir. Kontrol ve maruz kalma grubu arasindaki
kapanig farki yiizdesi sirasiyla %20, %12, %27 olarak hesaplanmistir (Sekil 9). Hiicrelerin

morfolojik degisimleri Sekil 10'da sunulmustur.
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Sekil 9. Melaninin zamana bagli olarak 1.929 hiicre hattinda in vitro yara iyilesmesi/¢izik testi

iizerine etkisi a) 250 pg/ml, b) 500 pg/ml, ¢) 1 mg/ml uygulanan doz gruplari. Veriler ii¢ tekrarla
ortalama +SD olarak sunuldu

Sekil 10. 1929 hiicre hattinda hiicre go¢iiniin morfolojik goriintiilenmesi, 0 ila 36 saatlik zaman
araliginda maruz kalma ve kontrol gruplar1 arasinda karsilastirilabilir sonuglar (10x biiyilitme).
A. Negatif kontrol, B. 250 pg/ml, C) 500 pg/ml, D) 1mg/ml.
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Sekil 10. 1929 hiicre hattinda hiicre go¢iiniin morfolojik goriintiilenmesi, 0 ila 36 saatlik zaman
araliginda maruz kalma ve kontrol gruplari arasinda karsilastirilabilir sonuglar (10x biiyiitme).
A. Negatif kontrol, B. 250 pug/ml, C) 500 pg/ml, D) Img/ml. (Devami)
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Saflastirilmis Melaninin HET-CAM Testi ile Irritasyon Ozelliginin Arastiriimasi

HET-CAM testinde, 6rnek yumurtalarin CAM'inda muameleden sonra olugan hemoraji,
lizis ve pihtilagma parametreleri agisindan kan damarlarinin gérsel muayene degisiklikleriyle
degerlendirilmistir. Sonug olarak, Sekil 11'de sunuldugu gibi herhangi bir tahrig etkisi ve

belirgin bir damar yaralanmasi gézlenmemistir.

Sekil 11. Test numunesine maruz kalmasindan sonra farkli zaman noktalarindaki HET-CAM
test sonuglart. Negatif kontrol olarak %0,9 NaCl, pozitif kontrol olarak ise 0,1 M NaOH
kullanildi (n=3)

Saflastirilmis Melaninin Antimikrobiyal Aktivitesinin Belirlenmesi

Literatiirde Streptomyces tiirleri dahil mikroorganizmalardan elde edilen melaninlerin
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirtilmektedir (Atta et al. 2015; Zerrad et al. 2015; EI-
Zawawy et al. 2024). Mevcut calismada ise test edilen konsantrasyonlarin higbirinde
saflagtirilan melaninin gerek E. coli gerekse S. aureus’ a karsi antimikrobiyal etkinlik

gostermedigi tespit edildi.
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Sekil 12. Saflastirilan melaninin antimikrobiyal etkinliginin test edilmesi
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SONUCLAR VE ONERILER

Mevcut ¢alisma patates tarlasi topragindan izole edilen Streptomyces bottropensis SY8
bakterisinin yiiksek miktarda melanin iiretme kapasitesine sahip oldugunu, bu bakterinin
melanin iiretme yeteneginin uygun besiyeri, pH, sicaklik ve inkiibasyon siirelerinin se¢imi
sayesinde artirilabilecegini ortaya c¢ikarmustir. Calisma ayrica, bu bakteriden saflastirilan
melaninin in vitro> da DPPH, ABTS, OHe ve O2¢ radikallerine karsi antioksidant aktivite

gosterdigini, fibroblast hiicreleri iizerinde toksisiteye neden olmadigini tam tersine bu hiicreleri

H20: ile indiiklenen yaslanmaya karsit korudugunu ve onlarin gogiinii artirarak yara
tyilestirme potansiyeli gosterdigini ortaya ¢ikarmistir. Elde edilen bu bulgular, melaninin
kozmetik endiistrisinde deri yaslanmasina karsi ve saglik alaninda ise deri yaralarinin
tyilestirilmesi i¢in kullanilabilecegini gostermektedir. Sonraki ¢alismalarimizda bu melaninin
radyasyon ve gilines 1s18ina kars1 koruyucu 6zellikleri ve antikanser aktivitesini test etmeyi
planlamaktay1z. Ayrica, sonraki ¢calismalarimizda tyrosin bakimindan zengin ucuz substratlar

kullanarak S. bottropensis SY8” den melanin tliretmeyi de hedeflemekteyiz.
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