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OZET

Streptomycetes cinsi bakteriler, yliksek antibiyotik iiretim kapasiteleri ve sekonder
metabolit {iretme potansiyelleri nedeniyle biyoteknolojik agidan 6nem tagimaktadir.
Bu mikroorganizmalar, bilinen antibiyotiklerin yaklasik %75’ini sentezleyebilmekte
ve antifungal, antikanser ile immiinosiipresif ajanlarin iiretiminde rol oynamaktadir.
Model organizma Streptomyces coelicolor A3(2), en az bes farkli antibiyotik liretme
kapasitesine sahip olmasiyla dikkat ¢cekmektedir. ATP’ye bagimli Lon proteaz,
bakteriler ve Okaryotlar da dahil olmak lizere ¢ok cesitli organizmalarda protein
kalitesinin korunmasinda merkezi bir rol iistlenmektedir. Yanlis katlanmis veya hasar
gérmils proteinlerin yikimini1 saglayan bu enzim, hiicre dongiisii, sporulasyon,
metabolik diizenleme, patojenite ve stres tepkileri gibi yasamsal siireclere de
katilmaktadir. Onceki ¢alismalar, S. coelicolor’da Lon proteazin sekonder metabolit
iiretimi tlizerinde belirgin etkiler olusturdugunu gostermistir.

Bu tez ¢alismasinda, laboratuvar stoklarimizda bulunan yiiksek antibiyotik tireticisi iki
rekombinant sus olan Sco-pRA/on (genomunda fazladan 2 kopya lon geni tasiyan sus)
ve Sco-pSPGlon (lon genini ¢ok kopyali bir plazmidde ifade eden sus) suslarinin
antibiyotik iretimlerinin optimizasyonu ve renkli antibiyotigin kiiltiir ortamindan
izolasyonunun ardindan kumas boyasi olarak degerlendirilmesi ama¢lanmistir. Kiiltiir
kosullariin optimizasyonu sonucunda 96. saatte Sco-pRA/lon susu yaban susa gore
yaklasik 18—19 kat, Sco-pSPGlon susu ise yaklasik 9 kat daha yliksek seviyede
antibiyotik tiretmistir. Renkli antibiyotik olan aktinorhodin iiretimi i¢in en verimli
susun Sco-pRAlon oldugu belirlendiginden c¢aligmaya bu sus ile devam edilmis ve
kiiltiir hacmi, inokulum miktart ile ¢alkalama hizinin antibiyotik iiretimi iizerine
etkileri belirlenmistir. Artan kiiltiir hacminin ve inokulum biiyiikliigiiniin antibiyotik
tiretimini negatif yonde etkiledigi bulunmustur. Bu optimizasyon c¢aligsmalari
sonucunda elde edilen veriler ile Sco-pRA/on sugunun aktinorhodin iiretimi biiyiik
Olcekli fermentorde 1,5 litre hacminde gercgeklestirilmistir. Fermentor sartlarinda
erlenmeyer kosullarindan daha diisiik bir verim elde edilmis, biiylik hacim
calismalarinda biitiin parametrelerin fermentorde tekrar optimize edilmesi gerektigi
sonucuna varilmistir. Bu siiregte iiretilen aktinorhodin kiiltiir ortamindan izole edilmis
ve pigmentin tekstil alanindaki kullanim potansiyeli degerlendirilmistir. Dogal
pigmentle boyanmis kumas parcalarindaki boyanin sabitlenmesi i¢in farkli yontemler
kullanilmistir. Is1, NaCl ve asetik asit ¢ozeltileri tek tek ve farkli kombinasyonlar
halinde uygulanmis ve en uygun boya sabitleme isleminin asetik asit ile saglandig1
gorilmiistiir.

Elde edilen bulgular, Lon proteazin Streptomyces’lerde antibiyotik liretimini tesvik
ettigini teyit ederken, renkli bir antibiyotik olan aktinorhodinin biyoteknolojik iiretimi
ve slirdiirtilebilir boya teknolojilerindeki potansiyel kullanimina dair degerli veriler
sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: S. coelicolor, Lon proteaz, Aktinorhodin



ABSTRACT

Bacteria of the genus Streptomycetes are of great biotechnological importance due to
their high antibiotic production capacity and potential for secondary metabolite
synthesis. These microorganisms are capable of synthesizing approximately 75% of
known antibiotics and play a role in the production of antifungal, anticancer, and
immunosuppressive agents. The model organism Streptomyces coelicolor A3(2)
stands out for its ability to produce at least five different antibiotics. The ATP-
dependent Lon protease plays a central role in maintaining protein quality across a
wide range of organisms, including both bacteria and eukaryotes. This enzyme,
responsible for the degradation of misfolded or damaged proteins, is also involved in
essential cellular processes such as cell cycle regulation, sporulation, metabolic
control, pathogenicity, and stress responses. Previous studies have demonstrated that
the Lon protease exerts significant effects on secondary metabolite production in S.
coelicolor.

The objective of this thesis study is twofold: first, to optimize the antibiotic production
of two recombinant strains, Sco-pRA/on (a strain carrying two additional copies of the
lon gene in its genome) and Sco-pSPGlon (a strain expressing the lon gene from a
multicopy plasmid), which are high antibiotic producers found in our laboratory
stocks; and second, to evaluate them as fabric dyes following the isolation of colored
antibiotics from the culture medium. As a result of culture optimization, the Sco-
pRA/on strain produced approximately 18—19 times higher levels of antibiotic than the
wild-type strain at 96 hours, while the Sco-pSPGlon strain showed approximately 9-
fold higher production. Since the most efficient strain for the production of the colored
antibiotic actinorhodin was determined to be Sco-pRA/on, the study continued with
this strain, and the effects of culture volume, inoculum size, and agitation speed on
antibiotic production were determined. It was found that increasing the culture volume
and inoculum size negatively affected antibiotic yield. Based on the optimization data
obtained, actinorhodin production by the Sco-pRA/on strain was carried out in a large-
scale fermenter with a working volume of 1.5 liters. Under fermenter conditions, the
yield was lower than that obtained in Erlenmeyer flasks, leading to the conclusion that
all parameters must be re-optimized for larger-scale production. Actinorhodin
produced during this process was isolated from the culture medium, and the pigment's
potential for use in the textile industry was evaluated. To ensure color fixation on
fabric samples dyed with the natural pigment, different fixation methods were tested.
Heat, NaCl, and acetic acid solutions were applied individually and in various
combinations, revealing that the most effective dye fixation was achieved using acetic
acid.

The findings of this study confirm that the Lon protease promotes antibiotic production
in Streptomyces species and provide valuable insights into the biotechnological
production of the colored antibiotic actinorhodin, as well as its potential use in
sustainable dye technologies.

Keywords: S. coelicolor, Lon protease, Actinorhodin
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~ : Yaklasik

Act . Aktinorhodin

ATP : Adenozin trifosfat

ul . Mikrolitre

pug : Mikrogram

rpm . Dakika basina doniis
Red : Undesilprodigiosin
pppGpp : Guanozin pentafosfat
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ppGpp . Guanozin tetrafosfat
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L . Litre

HCl . Hidroklorik asit
RNA . Riboniikleik asit
DNA : Deoksiriboniikleik Asit
MnCl, :  Manganez (II) klorid
ml . Mililitre

mg . Miligram

PCD : Programl1 hiicre 6liimi
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1. GIRIS

Antibiyotik ve diger 6nemli ikincil metabolitleri {ireten Streptomyces tiirleri,
biyoteknolojik agidan 6nemli organizmalar olup Actinomycetales sinifina ait toprakta
yasayan Gram pozitif bakterilerdir [Chater vd., 1984; Vassallo A vd., 2020].
Streptomyces cinsi, bakteriler arasinda nadir rastlanan 6zellikler olan %70’in iizerinde
G+C igerigine ve dogrusal yapidaki, orta biiylkliikte (8—10 Mb) bir genom
organizasyonuna sahiptir [Hopwood, 2019]. Streptomisetler, bir sporun ¢imlenmesiyle
baslayan ve daha sonra vejetatif hiflerden olusan dalli bir miselyum olusturmak iizere
biiyliyen karmagsik bir yagsam dongiisiine sahiptir [Chater vd., 1984]. Morfolojik
farklilasma bagladiginda, havaya dogru uzanan miseller gelisir ve bu hava hifleri
sonunda spor zincirlerini olusturur. Streptomyces’in ayni1 zamanda antikanser ajanlari,
bliylime faktorleri ve herbisitler gibi cesitli biyoaktif sekonder metabolitleri
sentezleme kapasitesine sahip oldugu bir¢ok calismada ortaya konmustur [Harir vd.,
2018]. Sekonder metabolit iiretimi, biiylimenin durmasi ve sporiillasyonun
baslangiciyla ayni1 zamana denk gelir ve bu asamada bakterinin misel yapis1 da degisir

[Yagtie vd., 2013].

Karmasik bir yasam dongiisiine sahip olan Streptomyces’lerin ikincil metabolit liretimi
biyoreaktorlerde gercgeklestirilirken, bu sartlardaki hiicresel farklilasmasi neredeyse
hi¢ incelenmemistir. Rioseras vd. 2014 yilinda yayimladiklari ¢aligmada,
Erlenmayerde biiyiitiilen Strepfomyces suslarina gore biyoreaktdr kosullarinda
misellerin daha fazla parcalandigini1 bildirmislerdir [Rioseras vd., 2014]. Bunu
onlemek i¢in calkalama hizi azaltilmis, pervaneler daha yumusak (egimli bigaklr)
olanlarla degistirilmis ancak hiicrelerin parcalanmasi engellenememistir. Kiiltiir
ortamina %1 kopiik onleyici madde eklenmesiyle hiicre par¢alanmasinin bir miktar
onlendigi bildirilmistir. Bunun nedeni olarak kopiik dnleyicinin hidrofobik kuvvetler
araciligiyla misel peletlerininin yiizeyini kaplamasi olabilecegini 6ne stirmiislerdir

[Rioseras vd., 2014].

Lon proteaz biitlin canlilarda bulunan ve hiicresel farklilagma, stres yaniti, proteoliz
gibi siireclerde c¢ok Onemli gorevleri olan bir enzimdir. Escherichia coli’de
sinirlandirilmis yanit mekanizmasinda (p)ppGpp ve poliP birikimi, Lon proteazin

aktivasyonu ile ribozomal proteinlerin yikimini tetiklemektedir [Kuroda, 2001]. Lon

1



proteazin, sekonder metabolit iiretimiyle iliskili olabilecegi onerilmis [Tsilibaris vd.,
2006], nitekim S. coelicolor bakterilerinde Lon proteaz ile ikincil metabolit iiretimi
arasindaki iliski grubumuzca yapilan ¢alismalarla ilk kez aydinlatilmistir. lon genini
yuksek miktarda ifade eden Sco-pRAlon ve Sco-pSPGlon suslarinin yaban susa
kiyasla belirgin sekilde daha yiiksek diizeyde aktinorhodin iirettigi bildirilmistir
[Demir vd., 2019; Yilmaz, 2019]. Bu ¢alismada, sz konusu rekombinant suslarin
antibiyotik liretimleri optimize edilerek biiyiik hacimde {liretim verimleri denenmis ve

izole edilen renkli antibiyotigin kumas boyas1 olarak kullanimi degerlendirilmistir.

1.1. Literatiir Ozeti, Tezin Amaci, Katkis1 ve icerigi

Laboratuvarimizdaki onceki ¢alismalarda, Lon proteaz ve ikincil metabolit iiretimi
arasindaki iligkiyi anlamak i¢in Jon genini yliksek diizeyde ifade eden iki S. coelicolor
A3(2) recombinant susu, Sco-pRAlon ve Sco-pSPGlon olusturulmustur [Demir vd.,
2019; Yilmaz, 2019]. Her iki susun da yaban sustan ¢ok daha fazla antibiyotik tirettigi
bildirilmigtir [Demir vd., 2019; Yilmaz, 2019]. Bu ¢alismanin amaci, rekombinant
suslarin (Sco-pRAlon ve Sco-pSPGlon) antibiyotik {iretimlerini optimize etmek,
fermentdrde biiylik dlgekli tiretim gergeklestirmek ve bu dogal iiriinlin kumas boyasi
olarak kullanimimi degerlendirmektir. Bu c¢alisma kapsaminda S. coelicolor
rekombinant suglari ile sicaklik, pH, besiyeri i¢erigi, inokulum miktari, besiyeri hacmi
ve calkalama hiz1 gibi parametrelerin optimizasyonu gerceklestirilmis ve aktinorhodin
tiretimi agisindan en verimli sus belirlenmis ve fermentor kosullarinda aktinorhodinin
bliyiik Olcekli iiretimi tlizerine ¢alismalar yuriitiilmistiir. Literatiirde S. coelicolor
tarafindan {retilen aktinorhodinin kumas boyasi olarak kullanilabilecegine dair
bilgiler yalnizca fikir asamasinda olup, daha once Ginkgo Bioworks biinyesinde
tasarimct Natsai Audrey Chieza tarafindan gergeklestirilen deneme niteligindeki
boyama ornekleri disinda bilimsel olarak yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
tez kapsaminda, laboratuvarimizda elde edilmis yiiksek antibiyotik {ireticisi bir sus
kullanilarak bu konunun ilk kez bilimsel olarak ele alinmis olmasi, sadece temel bilim

icin degil ayn1 zamanda biyoteknoloji ve tekstil endiistrileri i¢in de deger tagimaktadir.



2. STREPTOMYCES’LER

Actinomycetales subesine ait Streptomyces’ler antibiyotikler, immiinosiipresanlar ve
herbisitler gibi biyolojik bilesiklerin yaygin olarak ¢ok verimli bir kaynagi olarak
kabul edilmektedir [Vassallo A vd., 2020]. Streptomyces bakterileri ¢evrede bol
miktarda bulunur, kolayca kiiltlirlenebilir ve toprak bakterileri olarak bilinmelerine
ragmen deniz tortularinda ve tath su ekosistemlerinde de bulunabilirler [Jensen vd.,
1991; Klausen vd., 2005]. Streptomyces tiirlerini ¢evresel yayginliklarinin 6tesinde
bilimsel agidan ilgi ¢ekici kilan baslica unsurlar, atipik genom yapilari, mantar benzeri
biiylime 6zellikleri ve ¢esitli biyoaktif dogal iirlinleri sentezleyebilme kapasiteleridir
[Schlimpert vd., 2023]. Streptomyces, Aktinobakteri smifinin en genis cinsi olup,
Gram pozitif, spor olusturan, filament6z yapili ve aerobik bir bakteri grubudur [Chater
vd., 1984]. Streptomyces cinsi, bakteriler arasinda nadir rastlanan 6zellikler olan
%70’in lizerinde G+C igerigine ve dogrusal yapidaki, orta biiytikliikte (8—10 Mb) bir
genom organizasyonuna sahiptir [Hopwood, 2019]. Genomlari, antimikrobiyal
direncle miicadelede 6nemli rol oynayan antibiyotikler de dahil olmak iizere, klinik
acidan deger tasiyan 20°den fazla sekonder metabolit biyosentez gen kiimesi
icermektedir [Hopwood vd., 2019]. Dogal antibiyotiklerin yaklasik iigte ikisi
aktinomiset kokenli olup, bunlarin %70’1 Streptomyces tiirlerinden elde edilmekte ve
bu bilesikler gilinlimiizde klinikte kullanilan antibiyotiklerin yaklasik %75’ini
olusturmaktadir [Watve vd., 2001; Sivalingam vd., 2019]. Streptomyces’in ayni
zamanda antikanser ajanlar, biiylime faktorleri ve herbisitler gibi ¢esitli biyoaktif
sekonder metabolitleri sentezleme kapasitesine sahip oldugu bir¢ok ¢alismada ortaya
konmustur [Harir vd., 2018]. Streptomyces tiirleri, 16S rDNA dizilemesi ve DNA-
DNA hibridizasyon analizleri ile diger aktinobakteri iiyelerinden ayirt

edilebilmektedir [Khadayat vd., 2020].

Streptomyces tiirleri, c¢esitli ¢evresel kosullara uyum saglamak ve yasamlarini
stirdiirebilmek icin gelismis morfolojik ve fizyolojik mekanizmalara sahiptir.
Filament6z mantarlarin yasam dongiisiine oldukg¢a benzeyen ve yakinsak evrimin bir
sonucu oldugu diisiiniilen klasik yasam dongiileri (Sekil 2.1), uctan uzayan hiflerin
gelisimi ve bunu takip eden spor olusum siireciyle tanimlanir [Talbot, 2003). Hif
uzamasi, polarizom olarak adlandirilan biyosentetik bir kompleks tarafindan

yonlendirilir ve bu siire¢ filament6z hiicrelerin ug¢ kisimlarinda gergeklesir (Sekil 2.1)



[Hempel vd., 2012]. Vejetatif hiicrelerde sik¢a gdzlenen hif dallanmasina karsin, hiicre
boliinmesiyle septum olusumu nadirdir ve bu durum, birden fazla kromozom tasiyan
genis vejetatif hif blmelerinin olusumuna yol agar [Schlimpert vd., 2023]. Ureme
evresinde ise, yiizeyden yiikselen ve hidrofobik proteinlerle kapli, dallanmayan 6zel
hava hifleri olusur [Willey vd., 1991; Elliot vd., 2003]. Bu hiflerde kromozomlar
diizenli araliklarla ayrilir ve hiicreler, senkronize bir boliinme siireci gegirerek tek
genomlu spor oOncesi bolmeler meydana getirir [Schlimpert vd., 2023]. Zamanla
olgunlasan bu yapilar, cevresel etkilere karsi dayanikli sporlara doniiserek yasam

dongiisiinii tamamlar [Schlimpert vd., 2023].

@ Polarisome
Sporulation Spore
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@ Divisome
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hypha
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Sekil 2.1: Streptomyces tiirlerinde yagsam dongiisiiniin sematik gosterimi [Schlimpert
vd., 2023].

Streptomyces, Sekil 2.2°de sematize edildigi gibi programlanmis hiicre 6liimii (PCD)
ve sporulasyonu igeren karmasik bir gelisim dongiisiine sahip miselyal
mikroorganizmalardir [Claessen vd., 2006; Yagiie vd., 2013]. Streptomyces’in klasik
gelisim dongiisii, uzun siire yalnizca kat1 ortamlarda gergeklesen sporulasyon siirecine
odaklanmis olsa da, daha sonraki calismalar bu modele hava miselyumu ve
sporulasyon Oncesi evreleri de dahil ederek genisletmistir [Fldrdh ve Buttner, 2009;
Manteca vd., 2005, 2006a]. Gelisim, bolmeli yapiya sahip ilk miselyum (MI) ile
baslar; bu yap1 kalin hiicre duvarindan yoksun zarlarla sinirlandirilmis septalarla
ayrilir [Yagiie vd., 2013]. Ml evresinde bazi hiicreler diizenli bir programlanmis hiicre
Olimiine (PCD) ugrarken, hayatta kalan hiicreler ¢ok niikleotidli ikinci miselyum

(MII) formuna doniisiir [Rioseras vd., 2014]. MII, baslangigta besiyerinin iginde



gelisirken, zamanla chaplin ve rodlin proteinlerini sentezleyerek yiizey hidrofobisitesi
kazanir ve hava miselyumuna doniiserek sporulasyonu baslatir [Claessen vd., 2006;
Manteca vd., 2007]. Spor olusumundan 6nce substrat ve hava miselyumunu etkileyen
ikinci bir PCD evresi daha gozlenmistir [Wildermuth, 1970; Mendez vd., 1985;
Miguelez vd., 1999]. MI evresi Streptomyces’te vejetatif islev goriirken, MII evresi
hem sporulasyonun hem de sekonder metabolit iiretiminin gergeklestigi gelisim
asamasini olusturur (Sekil 2.3) [Yagiie vd., 2013]. Bu gelisimsel model, ilk olarak
Streptomyces antibioticus ATCC11891 ve Streptomyces coelicolor M145 suslarinda
tanimlanmis olup, Streptomyces griseus, Streptomyces avermitilis, Streptomyces
cinereoruber gibi farkli tiirlerin yani sira ¢ok sayida siniflandirilmamis Streptomyces
izolatinda da benzer sekilde goézlemlenmistir [Yagiie vd., 2013]. Ayrica, sivi
kiiltiirlerde spor olusumu ger¢eklesmese de, MI’dan MII'ye gecis ve PCD gibi
farklilasma evrelerinin kati ortamlardaki gelisimle benzerlik gosterdigi ortaya

konmustur [Yagiie vd., 2013].

(a) LIQUID CULTURES SOLID CULTURES
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Sekil 2.2: Streptomyces gelisim dongiisii ve miselyum farklilasmasi. (a) Sivi (sol) ve
kat1 (sag) Kkiiltiirlerde Streptomyces gelisim dongiisii. (b) Konfokal ve
elektron mikroskoplar: ile farkli miselyum tiplerinin 6rnek goriintiileri.
Solda, MI geng bolmeli hif, ortada MII ¢ok niikleoidli hif, sagda sporlanmis
hif [Yagiie vd., 2013].
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Sekil 2.3: Streptomyces farklilagmasint ve ikincil metabolit iiretimini baslatan
biyokimyasal yolaklar [Yagiie vd., 2013].

2.1. Streptomyces coelicolor

Streptomyces cinsinin genetik ¢aligmalarinda model organizma olarak kabul edilen
Streptomyces coelicolor A3(2), bu alandaki pek c¢ok gelismenin temelini
olusturmustur. Yaklasik 8,6 Mb uzunlugunda, %72,1 GC igerigine sahip dogrusal bir
kromozoma sahip olan bu tiir, yaklasik 7800 gen kodlamaktadir [Bentley vd., 2002].
Genomuna ek olarak, biri dogrusal (SCP1, 356 kb; %69,1 GC) ve digeri dairesel
(SCP2, 31 kb; %72,1 GC) olmak iizere iki epizomal plazmit tasir [Bentley vd., 2004;
Haug vd., 2003]. S. coelicolor A3(2), 6zel metabolit iiretiminden sorumlu en az 27
biyosentetik gen kiimesi ile dikkat ¢eker ve bu tiirde genetik rekombinasyonun kesfi
genetik haritalamanin yani sira ileri tekniklerin gelistirilmesine de olanak saglamistir

[Sermonti, 1955].

S. coelicolor’nu model organizma olarak benimsenmesinde etkili olan faktorlerden biri
gorsel olarak ayirt edilebilir pigment {iretim kapasitesidir. Tiir adi “coelicolor”
Latincede "cennet renkli" veya "gok renkli" anlamina gelir, kiiltiir ortaminda
sentezlenen ve kolonilere mavi renk veren aktinorhodin pigmentine atifta bulunur
(Sekil 2.4) [Bystrykh vd., 1996). Ayrica olgun sporlarla iligkili gri pigmentin yani sira
kirmiz1 (undesilprodigiosin) ve sar1 (koelimisin) gibi diger 6zel metabolitleri de {iretir
[Tsao vd., 1985; Pawlik vd., 2010]. Pigment sentez yollarindaki mutasyonlar, koloni
renginde gozle goriiliir degisikliklere neden oldugu i¢in, genetik analizlerde kolay

tanimlanabilir fenotipler sunar [Schlimpert vd., 2023].



Sekil 2.4: Streptomyces coelicolor kolonisinin aktinorhodin pigmenti igeren
damlaciklar salgilamasi. Goriintii, Zeiss Axiozoom v.16 mikroskobu ve
Axiocam 506 renkli kamera ile alinmistir [Zacharia, 2016].

2.2. 8. coelicolor’un Sekonder Metabolit Biyosentezi

Streptomyces cinsi, ¢ok sayida antibiyotik ve ilgili bilesiklerin kaynagi olup tibbi
olarak Onemli antimikrobiyal ve antitimor ajanlarinin yarisindan fazlasinin
tireticisidir. Bu ajanlar, farmasotik ve biyoteknoloji endiistrilerinde 6nemli bir yere ve
klinik caligmalarda kullanilma potansiyeline sahiptir. Sekonder metabolit iiretimi,
Streptomyces’lerin yasam dongiilerinde programlanmis hiicre 6liimii (PCD) ve ikincil
miselyum olusumu ile iligkilendirilmistir. Yasam dongiisii boyunca iki kez
programlanmis hiicre Oliimiine ugrayan Streptomyces, c¢evresel tehlikelere daha
duyarl olabilir. Hiicre i¢i bdlmelere sahip birincil miselyumlarin PCD yoluyla ¢ok
niikleoitidli ikincil miselyumlara doniisiimii, organizmaya besin taginimi ve sinyal
yolaklar1 agisindan avantaj saglar. Fakat hava hiflerinin hizli biiyiimesi ve replikasyon
hizimin artmasi genetik hatalarin meydana gelmesine ve bu hatalarin tamamen
yayillmasia yol agabilir. Ayrica, PCD tarafindan agiga ¢ikarilan hiicre kalintilar
Streptomyces igin bir besin kaynagi saglarken, ayni1 zamanda diger organizmalar i¢in
de besin kaynagi olusturur. Farklilagsma sirasinda daha savunmasiz hale gelebilen
koloninin, kendi avantajina kullanabilecegi ikincil metabolitleri iiretmesi diger
organizmalara karst koruma saglarken, aktinorhodin ve undesilprodigiosin gibi

pigmentli ikincil metabolitlerin UV 1s181na kars1 korudugu da diisiintilmektedir.

Streptomyces tiirlerinde ikincil metabolit {iretimi ve hiicresel gelisim birbirine siki
bicimde bagl siireclerdir. Bu iligskide besinlerin tilkenmesi, farklilasmay1 tetikleyen ve

hiicreleri sporulasyona yonlendiren temel etkenlerden biri olarak 6ne ¢ikmaktadir.



GntR ailesine ait kiiresel diizenleyicilerden DasR, actll-ORF4 ve redZ genlerinin
transkripsiyonunu baskilamaktadir. Programlanmis hiicre 6liimii (PCD) sirasinda
hiicre duvarlarinin yikimi sonucunda ortamin N-asetilglukozamin (GIcNAc) ile
zenginlesmesi, 6zellikle besin kitlig1 kosullarinda DasR’1n baskilayici etkisini ortadan
kaldirarak antibiyotik biyosentetik gen kiimelerinin aktive olmasina aracilik eder
[Rigali vd., 2008]. GIcNAc’ye bagli bu beslenme sinyalizasyonu, farklilasma ile
antibiyotik iiretimi arasindaki baglantinin 6nemli kanitlarindan biri olarak

degerlendirilmektedir.

Bu iliskiye 6rnek teskil eden bir diger mekanizma sinirlandirilmis yanittir. Aglik
kosullarinda yiiksiiz tRNA’larin uyardig: bu sistemde, RelA veya SpoT araciligiyla
GTP ve ATP’den alarmonlar, (p)ppGpp, sentezlenir. Hiicrede (p)ppGpp birikimi,
bliylime, adaptasyon, ikincil metabolizma, hayatta kalma, persiste olma, hiicre
boliinmesi, motilite, biyofilm olusumu, gelisim, yetkinlik ve viriilans gibi bir¢ok siireci
etkilemektedir [Potrykus & Cashel, 2008]. relA geni islevsiz hale getirilmis S.
coelicolor mutantlarinda ppGpp sentezlenememesi metabolik stresin ortaya ¢ikmasina
ve farklilasmanin bozulmasina yol agmaktadir [Hesketh vd., 2007]. Bunun yaninda,
polifosfat metabolizmasinin diizenlenmesi de Streptomyces gelisimi i¢in kritik oneme
sahiptir. Ornegin, yasam dongiisiiniin ana diizenleyicisi BldD’nin baskilayici
aktivitesi, c-di-GMP ile olusturdugu kompleks araciliiyla saglanirken sporlanma i¢in
gerekli transkripsiyonel aktivator WhiG’nin islevi de yine c-di-GMP tarafindan
kontrol edilmektedir. ppGpp ve c-di-GMP’nin iiretimlerinin GTP metabolizmasina
bagli olmasi, polifosfat mekanizmasi, stres yaniti ve gelisim siirecleri arasindaki

etkilesimi agikca ortaya koymaktadir [Sivapragasam & Grove, 2019].

Ayrica, farklilasmayr veya ikincil metabolit biyosentezini etkileyen genetik
degisikliklerin, bu iki siirecin birbirini karsilikli olarak diizenledigini gosteren pek ¢cok
bulgu mevcuttur. Streptomyces cinsinde tanimlanmis bakteriyel hormonlar arasinda en
yaygin olanlar1 vy-biitiirolaktonlardir. Bu sinyal molekiillerinin sentezinden S.
coelicolor’da ScbA enzimi sorumlu olup, SCB ad1 verilen butanolitlerin biyosentezini
gerceklestirir. Bir calismada schA geninin mutasyonu sonucunda, antibiyotik gen
kiimelerinin yan1 sira gelisimle iligskili genlerin ekspresyonunda da farkliliklar
gozlenmistir [D’Alia vd., 2011]. Baska bir caligmada ise, farklilasmanin negatif
diizenlenmesinde gorev alan bir ECF o faktérii olan SigT’nin ClpP proteazi

aracilifiyla yikildigint gostermistir. Ayni ¢aligmada, sigT mutasyonunun antibiyotik



tiretimi ve farklilagmay1 erken donemde indiikledigi, ancak genin asir1 ekspresyonunda
her iki siirecin de geciktigi rapor edilmistir [Mao vd., 2013]. Benzer sekilde, Sco4117
olarak adlandirilan bir bagska ECF sigma faktoriiniin devre dis1 birakildig1r mutantlarda
aktinorhodin ve CDA {retiminde azalma, hava miselyumu olusumunda ve
sporlanmada ise gecikmeler gozlenmistir [Lopez-Garcia vd., 2018]. Ayrica, l0sin-
duyarli diizenleyici protein (Lrp) ailesine ait Sco2140 geninin bozulmasinin,
aktinorhodin ve CDA antibiyotiklerinin iiretimini ciddi bigimde diislirdiigii ve hava

miselyumlarimin gelisimini geciktirdigi bildirilmistir [Yu et vd., 2016].

2.3. §treptomyce§’lerde Lon Proteaz ile Sekonder Metabolit
Uretiminin Iliskisi
Streptomyces tiirlerinde ikincil metabolit liretimi pek ¢ok genetik ve ¢evresel faktorle
diizenlenmesine ragmen, bu faktorleri entegre eden diizenleyici aglar hala yeterince
aydimnlatilamamistir [Bibb, 2005; Liu vd., 2013]. Besin kaynaklarinin azalmasi gibi
stres kosullari, (p)ppGpp alarmonlarinin sentezini tetiklemekte ve bu molekiiller
Streptomyces’lerde antibiyotik biyosentezini uyarmaktadir [Hesketh vd., 2007; Bibb,
2005; Martin ve Demain, 1980]. rel4 geninden yoksun mutantlarda bu alarmonlarin
yoklugu, actlI-ORF4 ve redD transkripsiyonunu baskilayarak ACT ve RED iiretiminin

azalmasina neden olmaktadir [Hesketh vd., 2007].

Sinirl cevap kosullarinda poliP birikimi, alarmon sentezi ile paralel olarak ortaya
cikan bir diger stres gostergesidir [Kuroda vd., 1999]. PoliP metabolizmasindaki
degisikliklerin, antibiyotik iiretimini artirdid1 gosterilmistir. Ornegin, ppk geninin
silindigi S. lividans ve S. coelicolor suslarinda ACT firetimi artmis, bu durum enerji
dengesini saglamak icin antibiyotik Tlretimine yonelimle iliskilendirilmistir
[Chouayekh ve Virolle 2002; Ghorbel vd., 2006; Demir, 2018]. Ayrica, poliP yikimi
sonucu olusan inorganik fosfatin dis ortamda antibiyotik biyosentezini baskiladigi;
PhoR-PhoB sisteminin delesyonuyla ise diisiik fosfat kosullarinda aktinorhodin (ACT)
ve undesilprodigiosin (RED) tiretiminin arttig1 raporlanmistir [Martin, 2004; Sola-
Landa vd., 2003].

Escherichia coli’de (p)ppGpp ve poliP birikimi, Lon proteazin aktivasyonu ile
ribozomal proteinlerin yikimini tetiklemektedir [Kuroda, 2001]. Hiicresel farklilasma,
stres yanit1 ve proteoliz siireglerinde gorev alan Lon proteazin, sekonder metabolit

tiretimiyle iliskili olabilecegi onerilmistir [Tsilibaris vd., 2006]. Ancak bu baglantiy1
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gosteren siirli sayida calisma mevcuttur. Pseudomonas fluorescens Pf-5 susunda
yapilan bir ¢alismada, Lon proteazin antibiyotik liretimini negatif yonde diizenledigi

bildirilmistir [ Whistler vd., 2000].

Laboratuvarimizda daha once gerceklestirilen ¢calismalar kapsaminda S. coelicolor’da
Lon proteaz ve antibiyotik iiretimi arasindaki iliskiyi incelemek amaciyla, genomuna
lon geni entegre edilen rekombinant bir sus olusturulmustur. Bu susta, aktinorhodin
iiretimi 34 kat, undesilprodigiosin liretimi ise 9 kat artmistir [Demir vd., 2019]. Benzer
sekilde, poliP sentezinden sorumlu ppk geninin silindigi S. coelicolor M145 Appk
susunda da aktinorhodin iiretiminde 8,5 katlik bir artis gdzlenmistir [Demir, 2018].
Laboratuvarimizda yapilan baska bir ¢alismada elde edilen Sco-pSPGlon susunun ise
yaban sustan yaklasik 25 kat daha fazla aktinorodin iirettigi bildirilmistir (Yilmaz,
2019). Ayrica reldA geninin asirt ifade edildigi bir rekombinant susta, (p)ppGpp
diizeyinin artmasiyla sekonder metabolizmanin uyarildig1 ortaya konmustur [Cesur,

2018].
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3. S. COELICOLOR 1ILE FERMENTORDE
BUYUK OLCEKLi SEKONDER METABOLIT
URETIMI

Ikincil metabolit iiretimi i¢in cogu islem fermentdrde gerceklestirilir. Bununla birlikte,
Streptomyces'in bu kosullar altinda farklilagsmasi neredeyse hi¢ incelenmemistir,
bunun baslica nedeni Streptomyces suslarimin ¢ogunun bu kosullar altinda
sporlanmamasidir [Rioseras vd., 2014]. Bu kapsamda Rioseras ve digerlerinin 2014 te
yaptiklar1 Streptomyces fermentasyon analizi ve optimizasyonu odakli ¢aligmalarinda
miselyal gruplama (peletler, kiimeler), ortam bilesimi, oksijenasyon, pH, calkalama,
sicaklik ve ikincil metabolit liretim seviyeleri gibi biyofiziksel parametrelerin analizi
yapilmistir [Rioseras vd., 2014]. Bu c¢alisma disinda, kiiltiir ortaminin optimum
bilesimini test eden ve sekonder metabolit iiretimi i¢cin en uygun morfolojinin
(dagilmis hifler, kiimeler veya peletler gibi) analiz edildigi ¢alismalar bulunmaktadir
[Wentzel vd., 2012; van Veluw vd., 2012; van Wezel vd., 2006]. Diger calismalarda,
biyoreaktoér hidrodinamiginin Streptomyces fizyolojisi iizerindeki etkileri analiz
edilmis ve iiretken suslar rastgele veya yonlendirilmis mutageneze gdre optimize
edilmistir [Olmos vd., 2013; van Wezel vd., 2006]. Ancak, Streptomyces'in bu kosullar
altindaki karmagik gelisimi tam olarak anlagilmamis ve bunun dogrudan bir sonucu
olarak, morfolojinin ve diger biyofiziksel parametrelerin sekonder metabolit
tretimiyle nasil iligkili oldugu konusunda genel bir fikir birligi olusturulamamis ve
fermantasyon parametrelerinin her sus ve bilesik i¢in ampirik olarak optimize edilmesi
gerektigi bildirilmistir [Rioseras vd., 2014]. Ornegin, pelet ve kiime olusumunun
retamisin veya nikkomisinin iiretimi i¢in gerekli oldugu [Pamboukian ve Facciotti,
2004], ama virginiamisin Uiretimi i¢in morfoloji ve sekonder metabolit iiretimi arasinda
bir iliski bulunmadig1 gosterilmistir [Yang ve ark., 1996]. Diger yandan yiiksek
¢Oziinmiis oksijen geriliminin (DOT) vankomisin iiretimi i¢in gerekliyken eritromisin

iretimi i¢in gerekli olmadigi bildirilmistir [Dunstan ve ark., 2000; Clark ve ark., 1995].

Rioseras ve ark. (2014) tarafindan gergeklestirilen calismada, Streptomyces coelicolor
M145 susunun biyoreaktor kosullarinda morfolojik farklilagmasi ile sekonder
metabolit liretimi arasindaki iliski incelenmistir [Rioseras vd., 2014]. Calisma,

laboratuvar siseleri ile biyoreaktdr fermentasyonlar1 arasinda gelisimsel ve fizyolojik
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farklar1 ortaya koymayi ve bu farklarin antibiyotik iiretimi lizerindeki etkilerini
degerlendirmeyi amaglamistir [Rioseras vd., 2014]. Biyoreaktorde yaklasik 50. saatte
gozlemlenen belirgin miselyal pelet parcalanmasi, hiicre i¢i protein miktarinda ciddi
bir azalma ile iligkilendirilmis ve bu durumun laboratuvar siselerinde gergeklesmedigi
raporlanmistir. Ayrica, biyoreaktorde yaklagik 70. saatte canli hiflerin %5’inde
sporiilasyon benzeri bir siirecin basladig1 gozlemlenmistir. Bu farklilagsmalar, sekonder
metabolit sentezini de etkilemis; undesilprodigiosin ve aktinorhodin iiretimi
biyoreaktorde daha erken baslamasina ragmen (50. saatte), toplam tiretim diizeyleri
laboratuvar siselerine kiyasla belirgin sekilde diisiik kalmistir [Rioseras vd., 2014].
Biyoreaktor parametreleri (¢oziinmiis oksijen gerilimi (DOT), oksijen alim orani —
(OUR), calkalama hiz1) ile farklilagma siiregleri arasinda giiclii bir korelasyon
bulunmustur [Rioseras vd., 2014]. MI evresinde OUR maksimuma ulagsmis, ancak MII
asamasinda pelet lizisi nedeniyle bu degerler elde edilememistir. Ayrica OUR
degerleri OTR’nin altinda kalarak oksijenin smirlayict olmadigi gosterilmistir
[Rioseras vd., 2014]. Lizisi Onlemeye yonelik olarak %1 oraninda kopiik onleyici
madde (Biospumex 153K) eklenmesi, pelet biitiinliigiinii korumus ve hiicre i¢i protein
miktarini artirmigtir, bu kosullarda undesilprodigiosin iiretimi artarken, aktinorhodin
tiretimi smirli kalmaya devam etmistir. Sonug¢ olarak, Rioseras ve arkadaslarinin
calismasi, Streptomyces fermentasyonlarinda morfolojik gelisim siireglerinin dikkatle
izlenmesinin ve biyofiziksel parametrelerle birlikte degerlendirilmesinin, sekonder
metabolit liretiminin optimizasyonu agisindan kritik 6nem tasidigini ve oOzellikle
biyoreaktor kosullarmma ozgii lizis olgusunun, antibiyotik iiretim potansiyelini

siirlandirabilecegini vurgulamistir [Rioseras vd., 2014].
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4. ORGANIK TEKSTIL BOYALARI

Sentetik boyalar, yenilenemeyen petrokimyasallardan elde edilmekte olup, karmasik
kimyasal yapilara sahiptir ve bir¢ok endiistriyel alanda yaygin olarak kullanilmaktadir
[Health and Safety Executive (HSE), 2016]. Kiiresel olarak yilda 800.000 tondan fazla
endiistriyel boya {iretilmekte ve bu boyalarin yaklasik %751 tekstil endiistrisinde
tiikketilmektedir [Hassaan ve Nemr, 2017]. Ancak, boyama islemleri sirasinda sentetik
boyalarin biiytik bir kismi tekstil iirlinlerine baglanmadan %70-90 oraninda atik sulara
gecmekte, bu durum ciddi ¢evresel kirlenmeye yol agmaktadir [Pizzicato vd., 2023].
Ayrica, sentetik boyalara maruz kalmanin insan sagligi tlizerinde olumsuz etkiler
yarattig1, 6zellikle solunum ve deri alerjilerine neden olabildigi bildirilmektedir [Celik
vd., 2023; Mouro vd., 2023]. Bu cevresel ve saglik temelli endiseler, arastirmacilar
cevre dostu, biyolojik olarak pargalanabilir ve yenilenebilir kaynaklardan elde edilen

dogal boya alternatiflerine yonlendirmistir [Affat 2021; Bahtiyari ve Yilmaz, 2018].

Dogal boyalar genellikle bitki, hayvan ve mikroorganizma kaynaklidir ve genis bir
malzeme yelpazesine renk kazandirabilirler. Yiiksek taleple birlikte boya endiistrisi,
ozellikle diisik maliyetli ve siirdiiriilebilir kaynaklara yonelmis, bu kapsamda
mikrobiyal pigmentler dikkat c¢ekici bir alternatif olarak one ¢ikmistir [Che ve Yang,
2022; Lara vd., 2022]. Mikrobiyal kdkenli boyalarin tiretimi, hizli biiyiime gdsteren
mikroorganizmalar, metabolit cesitliligi, fermentasyon kontrol kolaylig1 ve tarim-
endiistri atiklar1 gibi uygun maliyetli substratlarla liretilebilme potansiyelleri sayesinde

onem kazanmistir [Bahtiyari ve Yilmaz, 2022].

4.1. Sekonder Metabolitlerin Tekstil Boyalarinda
Kullanim

Mikroorganizmalarin iirettigi pigmentler, su alti fermentasyonu ya da kat1 substrat
fermentasyonu gibi yontemlerle elde edilmekte olup, basta bakteriler, aktinomisetler,
mantarlar, mayalar ve mikroalgler tarafindan sentezlenmektedir [Bahtiyari ve Yilmaz,
2022]. Bakteriyel pigmentler arasinda melanin, karotenoid, kinon, fenazin,
tambjamine, viyolasin ve prodigiozin gibi yapilar yer almakta ve bu pigmentlerin
antioksidan, UV koruyucu, antikanser, antimalaryal ve antimikrobiyal ozellikleri
sayesinde tibbi uygulama potansiyelleri bulunmaktadir [Darwesh vd., 2019; Azman

vd., 2018]. Aktinomisetlerde ise Ozellikle Streptomyces tiirleri melanin (siyah,
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kahverengi, zeytin tonlar1), karotenoid (kirmizi, sar1, pembe, mor) ve aktinorodin gibi

mavi pigmentler tiretmektedir [Agarwal, 2023].

Son dénemde nanoteknoloji ile dogal pigmentlerin birlesimi de dikkat ¢ekmektedir.
Glimiis nanopartikiillerle islem gormiis seliilozik kumasglar, antimikrobiyal 6zellikler
kazanmakta ve estetik degeri artmaktadir [Siddiqua ve Zaib-un-Nisa, 2024; Zhang vd.,
2009]. Ornegin, giimiisle modifiye edilmis pamuklu kumaslar, Staphylococcus aureus
ve Escherichia coli gibi bakterilere kars1 %99’un {izerinde azalma gdstermistir ve bu
antimikrobiyal etki, 20 evsel yikama sonrasi bile %98’in iizerinde korunmustur [Van

Der Kraan, 2007].

Bakteriyel pigmentlerin potansiyel antimikrobiyal etkileri, antibiyotik direncine kars1
alternatif gelistirme cabalarinda da 6n plana ¢ikmaktadir. Streptomyces cinsine ait
kirmiz1 pigmentlerin Bacillus ve Micrococcus tiirlerine karst koruyucu etkiler
gosterdigi saptanmistir [Rahman vd., 2013]. Ayrica, bu cins aktinorhodin ve FDA
onayli antibakteriyel ajan tetrasiklin gibi pigmentleri de sentezlemektedir. Tetrasiklin,
bakterilerde protein sentezini engelleyerek etkisini gosterir [Orylska-Ratynska vd.,

2022].

Bununla birlikte, Bacillus cereus tarafindan iiretilen yesil pigment cerein, ayni tiire ait
diger suslara karsi bakterisidal etki gosterirken, halofilik ortamlardan izole edilen
bakteriyel pigmentlerin de yiiksek antimikrobiyal potansiyele sahip oldugu
bildirilmistir [Bidell vd., 2020]. Ornegin, piyosiyanin pigmenti hem Gram negatif hem
de Gram pozitif pek cok patojen iizerinde antibakteriyel etkiye sahiptir [Darwesh vd.,
2019; do Barreto vd., 2023].

Bu baglamda, dogal kaynakli boya ve pigmentlerin yalnizca ¢evresel siirdiiriilebilirligi
degil, ayn1 zamanda insan sagligim1 koruyucu potansiyeli de 6n plana ¢ikmaktadir.
Renk verici 6zellikleriyle birlikte antimikrobiyal, antikanserojen ve UV koruyucu
etkilerinden dolay1 bu dogal boyalarin hastane tekstilleri gibi 6zel kullanim alanlarinda
degerlendirilmesi miimkiindiir [Darwesh vd., 2024]. Nitekim mevcut ¢aligmalar, dogal
boya nanokompozitlerinin gelistirilmesi ve bu pigmentlerle kaplanan kumaslarin
patojenlerin biiyiimesini ve cilt kanseri hiicrelerinin gelisimini engelleyecek

potansiyele sahip oldugunu ortaya koymaktadir [Darwesh vd., 2024].

Streptomyces coelicolor tarafindan iiretilen aktinorhodin, dogal pigment olarak tekstil

boyamada kullanilabilirligiyle 6zellikle Bacterial Dyes in Fashion baslikli American
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Society for Microbiology (ASM) yayininda ve Natsai Audrey Chieza’nin Project
Coelicolor galismasinda 6ne ¢ikmistir [ASM, 2017; Chieza & Ginkgo Bioworks]. Bu
pigment suda ¢Oziinebilir ve iiretildigi ortamin pH degerine bagli olarak farkli renk
tonlar1 sergileyebilir. Laboratuvar kiiltiirlerinde tipik olarak mavi renk {iretirken, asidik
ortamlarda kirmizi-pembe tonlar olugabilir. Natsai Audrey Chieza, moda
endistrisindeki kirliligi azaltmay1r amaglayarak yaptig1 ¢alismasinda Streptomyces
coelicolor bakterisinin ¢arpict bir kirmizi-mor pigment lrettigini fark etti ve bunu
geleneksel boyalara kiyasla su israfin1 ve kimyasal madde akisini azaltmak i¢in bir
kumas boyasi gelistirmek i¢in kullandi. Boyama iglemi Sekil 4.1°de gosterildigi gibi
S. coelicolor kiiltiiriiniin seyreltilmis s1vi ortaminda kumas parcalarinin bekletilmesi
ve ardindan bakterilerin kumas iizerine koloniler olusturarak pigment iiretmesi
biciminde gerceklestirilmistir [ASM, 2017]. Chieza’nin ¢alismasinda ipek sallar gibi
ince tekstil lifleri kullanilarak, neredeyse hi¢ su ve kimyasal kullanilmadan,
stirdiiriilebilir yontemlerle renkli desenler elde edilmistir [Design Indaba; Bacterial

Dyes in Fashion].

Sekil 4.1: S. coelicolor ile boyanmis kiigiik bir kumas pargasi [ASM, 2017].

Mikrobiyal pigmentlerin tekstil boyamaciliginda kullanimi ¢ok asamali ve kontrolli
bir siireci gerektirir. Oncelikle pigment etanol, metanol veya aseton gibi ¢oziiciiler
yardimiyla boya ¢ozeltisi haline getirilir [Nuanjohn vd., 2023]. Boyama asamasinda
pH, sicaklik, daldirma siiresi ve pigment derigimi gibi parametreler sistemli bir sekilde
diizenlenir [Nuanjohn vd., 2023]. Seliiloz liflerinin boyanmasinda bazik pH, yiin ve

ipek gibi protein liflerinin boyanmasinda ise asidik pH tercih edilir [Nuanjohn vd.,
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2023]. Sicaklik boyama hizin1 ve renk derinligini dogrudan etkiler, pigment derisimi
ise renk yogunlugunu ve boyanin kalicilifint belirler [Nuanjohn vd., 2023].
Pigmentlerin pH ve sicaklik degisimlerine duyarlilifi, renk tonunda degisiklik veya
pigment kaybi olusturabileceginden bu kosullarin dikkatle yonetilmesi onemlidir
[Nuanjohn vd., 2023]. Boyama sonrasi pigmentin lif iizerinde sabitlenmesi i¢in
aliminyum, demir veya bakir tuzlar1 gibi mordantlar kullanilir ve bu kimyasallar
pigmentin lif iizerindeki tutunmasini saglayarak yikama dayanikliligini artirir
[Nuanjohn vd., 2023]. Mikrobiyal pigmentlerin ¢ogunun, kumasa tutunmasini

artirmak i¢in mordant kullanimini gerektirdigi bildirilmistir [Nuanjohn vd., 2023].

Bu calismada, yiiksek antibiyotik {ireticisi S. coelicolor rekombinant suslarinin
antibiyotik retimleri optimize edilmis, fermentdrde biylik oOlcekli iiretimi
gergeklestirilmis, renkli bir antibiyotik olan aktinorhodin, kiiltiir ortamindan izole

edilmis ve kumas boyasi olarak kullanim potansiyeli degerlendirilmistir.
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5. GERECLER

5.1. Kullanilan Kimyasallar

Siikroz (Caisson), K2SO4 (Merck), MgCl, (Merck), D (+) Glukoz (Merck), Maya
Oziitii (BactoTM), Bacto Kazamino Asit (BD), NaCl (Sigma-Aldrich), KH2PO4
(Merck), CaCl, (Merck), L-prolin (Caisson), TES Buffer (Applichem), NaOH
(Merck), Triptik Soya Besiyeri (Merck), Agar (Merck), Asetik Asit (Riedel de Haen),
Kloroform (Sigma Aldrich), %99 Gliserol (Sigma Aldrich), Metanol (Sigma Aldrich),
%99,5 Etanol (Riedel de Haen), Hidroklorik Asit (Riedel de Haen), Potasyum
Hidroksit (Riedel de Haen), Coziinebilir Nisasta (Merck), MgSO4 (Sigma Aldrich),
(NHa4)2S04 (Merck), CaCOs (Beyanlab).

5.2. Kullanmilan Bakteri Soylar

Tablo 5.1: Calismada kullanilan S. coelicolor suslari.

Kullanilan Bakteriler Genotip Ozellikleri Kaynak
S. coelicolor A3(2) Yaban sus HO{);V;;Od’

S. coelicolor A3(2) + pRA pRA plazmidi tagiyan rekombinant Demir, 2019

(Sco-pRA) sus
S. coelicolor A3(2) +pRAlon pRA/Ion plazmidi tagiyan .

(Sco-pRAlon) rekombinant sus Demir, 2019

S. coelicolor A3(2) +pSPG pSPG plazmidi tasiyan rekombinant Yilmaz, 2019
(Sco-pSPG) sus

S. coelicolor A3(2) + pSPGlon pSPG/lon plazmidi tasiyan
(Sco-pSPGlon) rekombinant sus Yilmaz, 2019

5.3. Kullanilan Cihazlar

Steril Kabin (Heraeus, HP48), 4°C Buzdolab1 (Samsung), -20°C Derin Dondurucu
(Samsung), Etiiv (BINDER, 9010-0078), inkiibator (Heraeus, D-63450 Heraus), -
80°C Derin Dondurucu (Thermo, Forma -86 °C ULT Freezer), Buz Makinesi (BAR-
LINE BF85), Masa Ustii Santrifiij (Heraeus, Labofuge 400R), Masa Ustii Santrifiij
(BECKMAN COULTER, Microfuge 22R), Otoklav (HIRAYAMA, HICLAVE HVE-
50) (Niive, NC 90M), pH Metre (Hana Instruments, pH 211 Microprocessor pH
Meter), Calkalamali Inkiibator (Edmund Biihler, KS-15), Su Banyosu (TECHNE, TE-
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10A Tempette), Mikrodalga Firin (Samsung), Spektrofotometre (Bio-rad, Smartspec
3000), UV Spektrofotometre (Beckman Coulter DU 530), Fermentor ((Eppendorf,
Bioflo 120), (Applikon ez2-Control)), Scihiller Fermentore Bagli Su Banyosu (VWR),

Hassas Terazi (Shimadzu), Terazi (Precisa).

5.4. Kullanilan Besiyerleri

Tablo 5.2: Kullanilan besiyerleri ve igerikleri.

Tripton Soya Agar | 30 g Tripton Soya Besiyeri, 10 g Agar nihai hacim 1 L olacak
(TSA)(1L) sekilde dH,O ile ¢oziildii. 121°C’de 20 dakika otoklavlandi.

30 g Tripton Soya Besiyeri dH,O eklenerek nihai hacim 1 L olacak

sekilde manyetik karistirict yardimi ile ¢oziildi. 121°C’de 20

dakika steril edildi.

20 g Salca, 20 g Yulaf, 25 g Agar dH,O eklenerek nihai hacim 1 L

olacak sekilde ¢oziildii ve 121°C’de 20 dakika steril edildi.

103 g siikroz, 0.25 g K»SOq4, 10.12 g MgCl».6H>0, 10 g glikoz ve

0,1 g kazaminoasit dH,O eklenerek nihai hacim 800 ml olacak

sekilde manyetik karistirict yardimi ile ¢oziildi. 121°C’de 20

dakika steril edildi. Asagidaki soliisyonlar steril sekilde hazirlandi

ve sirasiyla 800 ml besiyerine eklendi.

R2YE Besiyeri (1 L) | -10 ml KH>PO4(%0,5),

-80 ml CaCl».2H>0 (%3,68),

-15 ml L-Prolin (%20),

-100 ml TES Tamponu (%5,73),

- 2 ml iz Element Soliisyonu,

-5 ml NaOH (1N)

10 g Coziinebilir Nisasta, 1 g MgS04.7H,O, 1 g NaCl, 2 g

(NH4)2S04,2 g CaCOs, 1 ml iz Element Soliisyonu igeren besiyeri

hazirlanirken 10 g Coziinebilir Nisasta son hacim 500 ml olacak

sekilde dH,O ile manyetik karistiricida diisiik sicaklik yardimi ile

karistinlarak ¢oziildi. 1 g MgS04.7H;0, 1 g NaCl, 2 g (NH4)2SO4,

2 g CaCOs son hacim 500 ml olacak sekilde dH»O ile ¢oziildi ve

nisasta ¢ozeltisi ile karigtirilarak 121°C’de 20 dakika otoklavlandi.

Tripton Soya
Besiyeri (TSB) (1 L)

TBO Besiyeri (1 L)

Uluslararsi
Streptomyces Projesi
Besiyeri - 4 (ISP-4)
(1L)

Otoklav sonrasi 1 ml Iz Element Soliisyonu eklendi.
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5.5. Cozeltiler

Tablo 5.3: Kullanilan Cozeltiler.

*20 mg FeCl3.6H20

*1 mg CuCL.2H,0O

*]1 mg MnCl..4H-20O

*] mg Na>:B4O7.10H20

*1 mg (NH4)sM07024.4H20

NaOH (1N) Gliserol (%40)

L-Prolin (%20) TES Tamponu (%5,73)

KH2PO4 (%0,5) CaCl2.2H20 (%3,68)

KOH (5 M) HCI-Metanol (0,5 M)

FeSO4 (%1) HCI1 (0,5 M)

Asetik Asit (%5) NaCl (%10)

R2YE iz Element Soliisyonu (100 ml) ISP-4 iz Element Soliisyonu (1 L)
*4 mg ZnCl, 0,1 g FeSO4 x 7TH20

+0,1 g MnClz x 4H,0
0,1 g ZnSO4 x 7TH20
*100 mL dH,O

5.6. Antibiyotikler

Apramisin (Apr) antibiyotigi 50 mg/ml stok konsatrasyonunda dH>O ile ¢oziilerek

hazirland1 ve filtreden gecirilerek steril edildi. Apramisin Streptomyces ¢aligsmalari

sirasinda 50 pg/mL konsantrasyon unda kullanildi.
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6. YONTEMLER

6.1. Streptomyces coelicolor Suslarimin Spor Stoklarinin
Hazirlanmasi

S. coelicolor, Sco-pSPG, Sco-pSPGlon, Sco-pRA ve Sco-pRAlon sporlar1 3 giin
boyunca 30 °C'de 100 ml TSB besiyerinde rekombinant suslar i¢in apramisin (50
ug/ml) antibiyotigi eklenerek on kiiltiir olarak biiyiitiildii. Inkiibasyonun sonunda
kiiltiirler 20 dakika boyunca +4 °C'de 4000 rpm'de santriflij edildi. Bakteri peletini
¢ozmek i¢in yaklagik 5-10 ml siipernatant birakilip geri kalani uzaklastirildi ve bakteri
peleti bu silipernatantta ¢oziilerek toplandi. TBO besiyeri rekombinant suslar igin
apramisin de eklenerek Petri kaplarina dokiildi. Pelet ¢ozeltisinin 300 pl'si TBO'ya
yayildi ve sporiilasyon igin 10 giin boyunca 30 °C'de inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi
agar ylizeyindeki sporlar1 toplamak i¢in Petri kaplarina steril %40'likk 5 ml gliserol
eklendi ve steril pamuklu ¢ubuk kullanilarak sporlar nazik bir bi¢cimde agardan
kaldirildi. Gliserol igerisinde ¢oziinen sporlar steril bir falkon i¢ine toplandi ve daha
sonra 4000 rpm'de +4 °C'de 20 dakika santrifiij edildi. Siipernatant sporlar1 ¢c6zmek
icin 2-3 ml birakilarak ortamdan uzaklastirildi ve pelet kalan {ist sivida ¢oziildil.
Eppendorf tiipler etiketlendi ve spor ¢ozeltisi 200 pl olacak sekilde alikotlandr ve -80
°C'de saklandi. Sporlar seri diliisyon yapilarak TSA besiyerine ekildi, 3 giin biiyiitiildi
ve koloniler sayilarak spor sayilar1 hesaplandi. Inkiibasyondan sonra sporlarin
kontamine olup olmadig1 kontrol edildi ve biiyiiyen koloniler sayildi. Spor Sayisi
(cfu/ml) = (Koloni sayis1 x Seyreltme faktorii) x (Toplam hacim / Inokiilasyon hacmi)

formiilii kullanilarak hesaplandi.

6.2. Streptomyces coelicolor Suslarimin Biyiitillmesi

Fermentasyon calismalarinda kullanilacak S. coelicolor suslarinin aktif biliyiime
fazinda olmalarin1 saglamak amaciyla on kiiltiir hazirlanmistir. Bu kapsamda, her bir
sus icin 500 ml'lik Erlenmeyer siselerine 100 ml TSB besiyeri ve yaban sus i¢in
hazirlanan sise disindaki siselere 100 pl apramisin (50 pg/ml) eklenmistir. Sonra daha
once hazirlanmis spor slispansiyonlarindan 100 pl inokulasyon yapilmistir. Kiiltiirler,

30 °C sicaklikta ve 180 rpm calkalama hizinda, 3 giin boyunca inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon siiresinin sonunda, kiiltiirler dnceden etiketlenmis ve tartilmis 50 mL’lik
steril falcon tiiplerine alinarak +4 °C’de, 4000 rpm’de 20 dakika siireyle santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi olusan siipernatant dikkatlice uzaklastirilmis ve her tiipte
olusan hiicre peleti tartilmistir. Bu tez kapsamindaki tiim deneysel kosullarda her sus
icin esit hiicre miktar1 ile inokulasyon saglanabilmesi amaciyla, peletlere belirli
hacimlerde steril distile su ilave edilerek toplam hacim ve pelet agirligina gore hiicre
siispansiyonlariin konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. Bu hesaplamalar dogrultusunda,
fermentasyon deneyleri i¢in her 6rnege 0,53 g bakteri icerecek sekilde inokulasyon

gerceklestirilmistir. Tiim iglemler steril kosullar altinda gergeklestirilmistir.

6.3. Streptomyces coelicolor Suslarimin  Aktinorhodin
Uretiminin Optimizasyonu

Biyoreaktor diizeyinde biiylik olgekli antibiyotik iiretimine ge¢meden once S.

coelicolor yaban ve rekombinant suslarin antibiyotik tiretimlerinin optimizasyonu i¢in

sicaklik, pH, besiyeri tipi, kiiltiir hacmi, inokulum miktar1 ve ¢alkalama hiz1 (rpm) gibi

degiskenlerle calisilmigtir.

6.3.1. Optimum Sicakhgin Belirlenmesi

S. coelicolor A3(2) rekombinant suslarinda aktinorhodin {iretimini etkileyen sicaklik
parametresinin belirlenmesi amaciyla farkli inkiibasyon sicakliklarinda fermentasyon
deneyleri yiiriitiilmiistiir. Bu kapsamda, her sus i¢cin TSB’de 6n kiiltiirler hazirlanmus,
daha 6nce anlatilan yontemlerle her biri 500 ml hacminde olan ve 60 ml R2YE besiyeri
igeren steril Erlenmeyer siselerine 0,53 g 1slak agirlikta bakteri ekimleri yapilmistir.
Besiyerine, yalnizca rekombinant suslara 6zgii olarak 60 pl apramisin ilave edilmistir.
Tim besiyerlerine fermentasyon baslangicinda %0,5 oraninda (v/v) gliserol ilave
edilmistir. Deney ii¢ tekrarli olacak sekilde kurulmustur. Fermentasyonlar, 180 rpm
calkalama hizinda olmak iizere sirasiyla 25°C, 30°C ve 35°C sicakliklarda
yiiriitiilmiistiir. Fermentasyon siiresince kiiltiirlerden 72., 96. ve 120. saatlerde 5 ml
ornek almarak, 4 ml’si kuru agirlik 6lgiimiinde ve 1 ml’si ise aktinorhodin iiretimi

Ol¢timiinde kullanilmistir.
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6.3.2. Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

S. coelicolor A3(2) rekombinant suslarinda aktinorhodin iiretimini etkileyen baglangic
pH’sinin belirlenmesi amaciyla, farkli pH degerlerinde fermentasyon denemeleri
gerceklestirilmistir.  R2YE  besiyeri hazirlanip otoklavlanmis ve soliisyonlari
eklendikten sonra steril kosullarda baslangi¢ pH ayarlamalar1 yapilmistir. Her biri 500
ml hacmindeki steril Erlenmeyer siselerindeki 60 ml R2YE besiyerine yaban sus haric
besiyerine 60 pl apramisin (50 pg/ml) eklenmistir. Her 6rnege TSB’de biiyiitiilen 6n
kiltirden ¢oktiiriilen 0,53 g 1slak agirlikta hiicre igerecek sekilde inokulasyon
yapilmistir. Tiim besiyerlerine fermentasyon baslangicinda %0,5 oraninda (v/v)
gliserol ilave edilmistir. Deneyler, baslangic pH’s1 6.00, 6.30 6.50 ve 7.00 olarak
ayarlanmig gruplar halinde, ii¢ tekrarli olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Fermentasyon
stresince, 30°C sicaklikta ve 180 rpm c¢alkalama hizinda inkiibasyon
gerceklestirilmis. 72., 96. ve 120. saatlerde kiiltiirlerden 5 ml 6rnek alinmistir. Alinan
orneklerin 4 ml’si bakteri kuru agirligr 6l¢iimiinde, 1 ml’si ise antibiyotik 6l¢timiinde

kullanilmastir.

6.3.3. R2YE Yerine ISP-4 Besiyerinin Kullamilmasi

Besiyeri bilesiminin aktinorhodin iiretimine etkisini degerlendirmek amaciyla, S.
coelicolor A3(2) yaban susu ve rekombinant suslari, nisasta bazli bir alternatif olan
ISP-4 besiyerinde fermentasyona alinmistir. Deneyde, 6n kiiltiirleri hazirlanmais suslar,
her birinde 60 ml ISP-4 besiyeri olacak sekilde 500 ml hacmindeki steril Erlenmeyer
siselerine 0,53 g 1slak hiicre agirligi icerecek sekilde inokule edilmistir. Rekombinant
suslara, seleksiyonun korunmasi amaciyla 60 pl apramisin (50 png/ml) ilave edilmistir.
Ayrica, tiim besiyerlerine fermentasyon baslangicinda %0,5 oraninda (v/v) gliserol
ilave edilmistir. Fermentasyonlar 30 °C sicaklikta, 180 rpm ¢alkalama hizinda
calkalamali inkiibatdrde yiiriitiilmiis ve her sus li¢ tekrar olacak sekilde deneysel olarak
tasarlanmistir. ISP-4 kisith karbon kaynagi icerigi ile biiyiimeyi geciktirdiginden
deneyin 96., 120., 144. ve 168. saatlerinde kiiltiirlerden 5 ml 6rnek alinmis, bu
orneklerin 4 ml’si hiicre kuru agirligi 6lgiimiinde, 1 ml’si ise aktinorhodin iiretiminin

Ol¢timiinde kullanilmustir.
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6.3.4. Antibiyotik Uretiminde Kiiltiir Hacminin Etkisi

S. coelicolor rekombinant suslar1 icerisindeki kiyaslar sonucu Sco-pRAlorn’un
aktinorhodin {iretiminin daha yiiksek verim gosterdigi goriildiigiinden calisma Sco-
pRAlon devam etmistir. Biyoreaktorde biiyiik Olgekli iiretime geg¢meden Once
Erlenmeyer’de kiiltiir hacmi 60 ml’den 120 ml’ye c¢ikarilarak antibiyotik 6l¢timii
yapilmistir. Her biri 500 ml hacmindeki steril Erlenmeyer siselerindeki 120 ml R2YE
besiyerine, Sco-pRAlon igin 120 pl apramisin (50 pg/ml) eklenmistir. Her 6rnege
TSB’de biiylitiilen 6n kiiltiirden hacimle orantili olarak artirilmis miktarda ¢oktiiriilen
1,06 g 1slak agirlikta hiicre inokule edilmistir. Tiim besiyerlerine fermentasyon
baslangicinda %0,5 oraninda (v/v) gliserol ilave edilmistir. Deney ii¢ tekrarli olacak
sekilde kurulmustur. Fermentasyonlar, 180 rpm c¢alkalama hizinda olmak iizere
strasiyla 25 °C, 30 °C ve 35°C sicakliklarda yiiriitiilmiistiir. Fermentasyon siiresince
kiiltiirlerden 72., 96. ve 120. saatlerde 5 ml 6rnek alinarak, 4 ml’si kuru agirlik

Olciimiinde ve 1’°si ml aktinorhodin 6l¢iimiinde kullanilmistir.

6.3.5. Antibiyotik Uretiminde Inokulum Miktarimn Etkisi

Inokulum miktarmin aktinorhodin iiretimine etkisini degerlendirmek amaciyla
denemeler gergeklestirilmistir. Bu kapsamda, on kiiltiirleri hazirlanmis Sco-pRAlon
her biri 500 ml hacminde olan ve 120 ml R2YE iiretim besiyeri iceren steril
Erlenmeyer siselerine inokule edilmistir. Inokulum miktarlar, 1,06 g 1slak hiicre
peletinin sirasiyla 1, 2, 3, 4 ve 5 kat1 olacak sekilde 1,06 g, 2,12 g, 3,18 g, 4,24 g, 5,30
g olarak belirlenmis ve her bir grup ii¢ tekrar olacak sekilde calisilmistir. Kiiltiirlere
120 pl apramisin eklenmis ve tiim 6rnekler fermentasyon baslangicinda %0,5 (v/v)
oraninda gliserol ile indiiklenmistir. Fermentasyonlar, 30 °C sicaklikta ve 180 rpm
calkalama hizinda gergeklestirilmis; 72., 96. ve 120. saatlerde kiiltiirlerden 5 ml 6rnek

alinarak aktinorhodin tiretimi ve hiicre kuru agirlig1 dl¢timleri yapilmistir.

6.3.6. Antibiyotik Uretiminde Calkalama Hizimin (rpm) EtKisi

Calkalama hizinin (rpm) aktinorhodin iiretimi {lizerindeki etkisini degerlendirmek
amaciyla fermentasyon denemeleri farkli ¢alkalama hizlarinda gergeklestirilmistir. Bu
kapsamda, iiretim kosullarinda yalnizca rpm parametresi degistirilmis, diger tiim
kosullar sabit tutulmustur. Her biri 500 ml hacminde olan ve 120 ml R2YE besiyeri

iceren steril Erlenmeyer siselerine 1,06 g 1slak hiicre peleti inokule edilmis, 120 pl
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apramisin eklenmis. Tiim besiyerlerine fermentasyon baslangicinda %0,5 oraninda
(v/v) gliserol ilave edilmistir. Denemeler, 30 °C sicaklikta olmak iizere 180, 200 ve
220rpm c¢alkalama hizlarinda tiger tekrar olacak sekilde gerceklestirilmistir.
Fermentasyon siiresince 72., 96. ve 120. saatlerde Ornekler alinarak aktinorhodin

tiretimi ve hiicre kuru agirlig1 tayinleri yapilmistir.

6.4. Sco-pRAlon Susunun Fermentorde Biiyutiilmesi

Bu ¢alisma kapsaminda, rekombinant Sco-pRA/on susu ile 2 litrelik fermentasyon
denemesi Eppendorf BioFlo 120 tipi 5 litrelik fermentdrde gerceklestirilmistir.
Fermentasyon ortami olarak R2YE besiyeri kullanilmig, 800 mI’lik hacim
biyoreaktoriin kazani i¢inde, kalan 800 ml ise ayr1 bir sisede otoklavlanarak sterilize
edilmistir. Sterilizasyonun ardindan, besiyeri bilesenleri laminar akim kabini i¢inde
steril kosullarda birlestirilmis ve steril biyoreaktdr sistemine pompa yardimiyla

aktartlmistir.

On kiiltiir asamasinda elde edilen inokulum, daha énceki optimizasyon ¢alismalarinda
kullanilan miktarla ayni oranda olacak sekilde 17,67 g 1slak agirlikta sisteme
aktarilmistir. Fermentasyonun baslangicinda ortama 2 ml apramisin (50 pg/ml) ve
%0,5 gliserol ilave edimistir. Deney baslangicinda sisteme siringa ile 3 damla steril
kopiik engelleyici eklenmistir.  Fermentasyon siiresince pH=6.30 diizeyinde
sabitlenmis; sicaklik 30 °C, c¢alkalama hizi 150—-180 rpm ve ¢0ziinmiis oksijen orani
minimum %20 olacak sekilde ayarlanmistir. Oksijen doygunlugunu saglamak
amaciyla fermentasyon siireci boyunca reaktore periyodik olarak manuel kuru hava

girisi yapilmistir.

Fermentasyon siirecinde, kullanilan Eppendorf BioFlo 120 biyoreaktoriinde oksijen
kaskadi bulunmamasi nedeniyle ¢6ziinmiis oksijen diizeylerinde dalgalanmalar
meydana gelmis, bu dalgalanmalar karistirma hizindaki (150-250 rpm) degisimlerle
birlikte misel parcalanmalarina yol agcmistir. Bu kosullar altinda rekombinant Sco-
pRAlon susu ile yiiriitiilen fermentasyon tamamlanamamstir. Calisma, ayn1 besiyeri
ve inokulum kosullar1 korunarak, parametreler (pH 6,30; 30 °C; %20 ¢oziinmiis
oksijen; %0,5 gliserol) sabit tutulmak suretiyle Applikon ez2-Control biyoreaktor
sisteminde tekrar edilmistir. Bu biyoreaktor 2 L kapasiteli oldugundan ¢alisma hacmi

1,5 L’ye diistiriilmiistiir.
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6.5. Kuru Agirhik ve Antibiyotik Aktivitesinin Kantitatif
Olarak Belirlenmesi

6.5.1 Kuru Agirhik Ol¢iimii

Rekombinant ve yaban tip S. coelicolor A3(2) suslarmin aktinorhodin ve
undecilprodigiosin antibiyotik iiretim kapasitelerinin karsilastirilabilmesi amaciyla,
antibiyotik iiretimini nicel olarak degerlendirmeye yonelik fermentasyon denemeleri
gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada, 6n kiiltiirleri hazirlanmis suslardan esit 1slak hiicre
agirhiginda alinarak, {icer paralel olacak sekilde R2YE {iretim besiyeri i¢eren steril
Erlenmeyer siselerinde fermentasyonlar1 yapilmistir. Rekombinant suglara
seleksiyonun devamliligint saglamak amaciyla 50 pg/ml konsantrasyonunda
apramisin ilave edilmistir. Tiim besiyerlerine fermentasyon baglangicinda %0,5

oraninda (v/v) gliserol ilave edilmistir.

Fermentasyon siiresince 24 saat araliklarla (72., 96., 120., 144., ve 168. saatlerde) her
kiiltiirden 5 mL 6rnek alinmistir. Alinan 6rneklerin 1 ml’si antibiyotik analizleri i¢in
ayrilmis ve dogrudan —20 °C’de depolanmistir. Kalan 4 ml’lik kisim ise kuru hiicre
agirligiin tayininde kullanilmak tizere 4000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenmis, elde

edilen peletler iki kez steril distile su ile yikanarak —20 °C’de muhafaza edilmistir.

Kuru agirlik tayini i¢in —20 °C’den c¢ikarilan peletler, 2 ml distile su ile ¢oziliip,
onceden tartilmis kurutma kaplarina aktarilmistir. Ornekler, 80 °C sicaklikta 3—4 giin
stireyle kurutulduktan sonra yeniden tartilmis ve kap agirliklar ¢ikarilarak hiicre kuru

agirliklar (mg/ml) hesaplanmistir.
6.5.2. Antibiyotik Ol¢iimii

Antibiyotik tretimi, Kieser ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanan spektrofotometrik
yonteme modifiye edilerek gerceklestirilmistir [Kieser vd.,2000]. —20 °C’den alinan 1
ml orneklere 250 u. 5 M KOH eklenerek iyice karistirilmis ve bu karisim +4 °C’de
bir gece inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben drnekler +4 °C’de, 13.000 rpm’de 20
dakika santrifiijlenmis, elde edilen siipernatantlar spektrofotometre kiivetlerine
aktarilmistir. Aktinorhodin antibiyotigi 640 nm dalga boyunda dogrudan siipernatant
lizerinden &lciilmiis, blank olarak R2YE besiyeri kullanilmistir. Olgiimler sirasinda

gerekli olmasi halinde 6rnekler R2YE ile seyreltilmistir.
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Undesilprodigiosin antibiyotigi Ol¢timleri igin ise peletler 0,5M HCI ile iki kez
yikanarak (4 °C, 13.000 rpm, 5 dk) 6n islemden gegirilmis, ardindan her bir 6rnege
I ml 0,5M HCl-metanol karisimi eklenmis ve karisim oda sicakliginda 2 saat
inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda 13.000 rpm’de, 4°C’de 15 dakika
santrifiijlenen 6rneklerin siipernatantlarinda 530 nm dalga boyunda absorbans Sl¢liimii
yapilmistir. Bu 6lgiimlerde blank olarak HCl-metanol ¢ozeltisi kullanilmis ve gerek

duyulan durumlarda diliisyonlar da ayni1 soliisyonla hazirlanmastir.

Antibiyotik  konsantrasyonlarinin ~ hesaplanmasinda ~ Abs=ex[M]  formiilii
kullanilmistir.

Burada € (molar absorptivite katsayisi), aktinorhodin i¢in 25230 ve undesilprodigiosin
icin 100500 olarak alinmistir. Elde edilen molar konsantrasyonlar 10° ile carpilarak
nM birimine ¢evrilmis, ardindan 1 ml’deki hiicre kuru agirligina boliinerek her kiiltiir

icin spesifik antibiyotik iiretim aktiviteleri (nM/mg) hesaplanmastir.
6.5.3. istatistiksel Analiz

Farkli suslarin antibiyotik iiretim diizeyleri arasindaki farklarin istatistiksel agidan
anlamli olup olmadigini degerlendirmek amactyla, elde edilen veriler GraphPad Prism
yazilimi kullamilarak analiz edilmistir. Grafiklerin olusturulmasi ve istatistiksel
karsilagtirmalar bu program araciligiyla gerceklestirilmis; veriler lizerinde iki yonlii
varyans analizi (Two-Way ANOVA) uygulanmis ve istatistiksel anlamlilik, p degerine
gore degerlendirilmistir. Verilerin p-degerlerinin anlamlilik diizeylerine karsilik gelen

yorumlamalar Tablo 6.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 6.1: p-degerinin istatistiksel olarak anlamlilik degerleri.

P-degeri Yorum Anlamhhk

p > 0,05 Fark istatistiksel olarak anlaml degil ns (not significant)
p <0,05 Fark istatistiksel olarak anlamli *

p<0,01 Fark daha giiclii bicimde anlamli ks

p <0,001 Yiiksek diizeyde anlaml Hokk

p <0,0001 Cok yliiksek diizeyde anlamli i
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6.6. Aktinorhodin Antibiyotiginin Kiiltiir Ortamindan
Ayristirilmasi

Rekombinant Sco-pRAlon susu R2YE besiyerinde biiylitiilmiis ve 50 ml’lik falkon
tiiplerine alinarak 4000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenerek hiicreler ¢oktiirtilmiistiir.
Stipernatant pH’s1 aktinorhodinin ¢oktiiriilmesi amaciyla HCI ilavesiyle 2.0-3.0
araligmma disliriilmiistiir. Sonrasinda uygulanan santrifiijleme ile besiyeri igeren
siipernatant uzaklastirllmig ve ¢oken pigment iceren aktinorhodin toplanmustir.
Aktinorhodin igerikli pelete kloroform eklenerek faz-faz ayrimi uygulanmis, ayrim
sonrasi iistte kalan koyu renkli ve pigment agisindan zengin faz mikropipet yardimiyla
dikkatlice ayrilmigtir. Bu faz, ¢ceker ocak igerisinde kontrollii kosullarda bekletilerek
kloroformun buharlasmasi saglanmis, beher ¢eperinde biriken aktinorhodin kalintisi,
metanol ile ¢oziilmiistiir. Elde edilen ¢ozelti, NaOH ilavesiyle pH 9.0-10.0 araligina

cikarilarak stabilize edilmis ve uygun kosullarda depolanmak iizere siselenmistir.

Ancak bu yontemde yasanan verim kayiplari nedeniyle, pigment izolasyonuna yonelik
yeni bir protokol gelistirilmistir. Bu ikinci yontemde, hiicrelerden arindirilmisg
siipernatanin pH’s1 yine HCI kullanilarak 2.5’e diisiiriilmiis ve ardindan elde edilen
cozelti, hava ve 1s1kla temas1 minimize edilecek sekilde aliiminyum folyo ile sarilarak
+4 °C’de bir saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Bu siirecin sonunda pigment
fraksiyonu santrifiij ile ¢oktiiriilmiis ve ¢oken aktinorhodin %70 etanol ¢ozeltisinde
¢cozdiiriilmiistiir. Elde edilen etanollii ¢ozelti, 5 M KOH ilavesiyle pH=9.5 diizeyine
getirilmistir. Hazirlanan ¢6zelti ¢calisma kapsaminda kumas boyasi olarak kullanilmak
tizere 50 ml falkon tiipte, 151k temasin1 engellemek icin aliiminyum folyo ile sarilarak

ve 1s1dan korumak amaciyla -20 derecede saklanmaistir.

Yeni yontemin verimliligini degerlendirmek amaciyla inkiibasyon siiresi parametresi
optimize edilmistir. Bu amagla yapilan deneyde fermentasyon sonrasi bakteri
peletinden arindirilmis ¢ozelti pH’s1 2.5°e indirildikten sonra Onceden etiketlenip
tartilan ve aliiminyum folyo ile sarili olan falkon tiiplerine alinmistir. +4 °C’de 1, 2, 4,
8 ve 20 saatlik inkiibasyon siireleri uygulanmis, her grup inkiibasyon sonrasi +4 °C’de
4000 rpm ve 20 dk santrifiijjlenmis ve slipernatant uzaklastirilmistir. Her kosul i¢in
¢coken aktinorhodin miktar1 hassas terazi ile tartilmistir. Es zamanli olarak her tiipe
2ml 5 M KOH ilave edilerek elde edilen c¢ozeltilerin absorpsiyon degerleri
spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir. Absorbans dl¢iimlerinde blank olarak 5 M KOH
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cozeltisi kullanilmig, gerekli durumlarda seyreltmeler ayni ¢ozeltiden yapilmistir.
Inkiibasyon siirelerinin karsilastirildigi deney her grup icin 3 tekrarli olarak
yuriitiilmistiir. Elde edilen veriler ile grafikler hazirlanmis ve karsilastirmali olarak

degerlendirmeler yapilmistir.

6.7. Aktinorhodinin Tekstil Boyas1 Olarak Kullanimi

Fermentasyon siirecinin tamamlanmasinin ardindan, S. coelicolor A3(2) suslarinin
tiretmis oldugu aktinorhodin pigmenti iceren R2YE besiyeri, 4000 rpm’de 20 dakika
stireyle santrifiijlenmis ve bakteri hiicreleri ortamdan uzaklagtirllmigtir. Elde edilen
slipernatantin pH’s1, asetik asit ile 2—3 araligina diisiiriilmiis ve ikinci bir santrifiij
islemi uygulanarak ¢oken aktinorhodin pigmenti elde edilmistir. Bu ¢okelti, dogal
boya kaynagi olarak degerlendirilmis ve %100 pamuk i¢eren kumas Ornekleri ile
boyama ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Boyama islemleri sirasinda farkli uygulamalar
iceren deney gruplar1 olusturularak, pigmentin kumasa en iyi baglandigi kosullarin

belirlenmesi hedeflenmistir.

Boyama i¢in kullanilacak kumaslar 5 x 5 cm boyutlarinda kesilerek esit biiytikliikte
standart 6rnekler hazirlanmistir. Mordant uygulamasi yapilacak gruplar i¢in mordant
olarak %1 (w/v) demir (II) siilfat (FeSOa) ¢oOzeltisi hazirlanmis ve bu Ornekler
hazirlanan ¢o6zeltide 1 saat bekletilmistir. Ardindan, dH:O ile durulanip oda
sicakliginda kurutulmustur. Aktinorhodin igeren siipernatantlar, mordantlanmis ve
mordantlanmamis Ornekler i¢in ayr1 beherlere alinmis, etiketlenmis ve yaklasik
50 °C'ye kadar 1sitilmistir. Boyama sirasinda ortamin 1sik ve hava ile etkilesimini
azaltmak amaciyla beherlerin hem ¢evresi hem de iist yiizeyi aliminyum folyo ile

kapatilmistir.

Sabitleme islemleri i¢in %10 (v/v) NaCl ve %5 (v/v) asetik asit ¢ozeltileri hazirlanmas;
her biri 50 ml'lik etiketli falkon tiiplerine 10 ml olacak sekilde boliistiiriilmiistiir. 24.,
48. ve 72. saatlerde boyadan c¢ikarilan kumaglar, onceden hazirlanan sabitleme
sollisyonlarina alinarak 1 saat sabitlenmis, ardindan oda sicakliginda kurutulmus ve
151k ile etkilesimleri dnlenecek sekilde muhafaza edilmistir. Is1 ile sabitleme yapilacak
gruplar, aliminyum folyo ile kaplanmis 1sitmali karistirict yiizeyinde 50—-60 °C

sicaklikta islem gormiistiir.
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Ikinci kez boyanacak &rnekler, ilk boyama sonrasi 72. saatte boyadan cikarilarak
sabitleme islemine alinmis, kurutulmus ve ardindan yaklasik 50 °C’ye 1sitilmig
pigment icerigine tekrar daldirilmistir. Bu islem sirasinda kumas 6rnekleri 2 saat

boyunca pigment ¢dzeltisinde bekletilmistir.

Tiim iglemler boyunca her 6rnek i¢in esit hacimde sabitleme ¢6zeltisi kullanilmis, grup
ve islem bilgileri titizlikle etiketlenmistir. Boyama islemleri tamamlandiktan sonra
tiim Ornekler, her biri 50 ml'lik etiketlenmis falkon tiiplerine 10 ml saf su dH-O
eklenerek yerlestirilmis ve 2 saat boyunca belirli araliklarla calkalanarak yikama
islemi gerceklestirilmistir. Yikama sularinin absorbans degerleri spektrofotometrede
640 nm’de Olciilerek sabitleme yontemlerinin karsilastirilmasina olanak saglayacak
grafikler hazirlanmistir. Son olarak, yikama sonrasi kurutulan kumaslar gorsel kayit
amaciyla fotograflanmis ve caligmaya belge niteliginde eklenmistir. Uygulanan
boyama ve sabitleme kosullarinin detayli sekilde 6zetlendigi gruplandirma Tablo

6.2’de sunulmustur.

Tablo 6.2: Kumas boyama deneyinin gruplarinin siiflandirilmasi.

Grup No Boyama Siiresi Mordant Uygulamasi Sabitleme Yontemi Notlar
1 24 saat Yok Yok —
2 24 saat Yok Yok Sabitleme yapilmadan yikand1
3 24 saat Yok Is1
4 24 saat Yok NaCl
5 24 saat Yok NaCl + Is1
6 24 saat Yok Asetik asit
7 24 saat Yok Asetik asit + Is1
8 24 saat Var Yok Sabitleme yapilmadan yikand1
9 24 saat Var NaCl
10 24 saat Var NaCl + Ist
11 24 saat Var Asetik asit
12 24 saat Var Asetik asit + Is1
13 48 saat Yok Yok —
14 48 saat Yok Yok Sabitleme yapilmadan yikand1
15 48 saat Yok Is1
16 48 saat Yok NaCl
17 48 saat Yok Asetik asit
18 48 saat Var Yok Sabitleme yapilmadan yikand1
19 48 saat Var Asetik asit
20 72 saat Yok Yok —
21 72 saat Yok Yok Sabitleme yapilmadan yikand1
22 72 saat Yok Ist
23 72 saat Yok NaCl
24 72 saat Yok Asetik asit
25 72 saat Var Yok Sabitleme yapilmadan yikand1
26 72 saat Var Asetik asit
27 72 + yeniden Yok Yok Kurutulup tekrar boyandi
28 72 + yeniden Yok Is1 Is1 ile sabitlenip tekrar boyandi
29 72 + yeniden Yok NaCl NaCl ile sabitlenip tekrar boyandi
30 72 + yeniden Yok Asetik asit Asetik asit Lle sabitlenip tekrar
oyandi
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7. BULGULAR

7.1. S.  coelicolor  A3(2) Rekombinant Suslarmin
Aktinorhodin Uretiminin Optimizasyonlari

Laboratuvarimizda daha dnce yapilan farkli ¢alismalarda /on genini farkli diizeylerde
ifade eden S. coelicolor A3(2) rekombinant suslar1 elde edilmistir. Sco-pRAlon susu,
bakterinin genomuna ekstra /lon geni entegre edilerek olusturulmusken Sco-pSPGlon
susu, lon genini yiiksek kopyali bir plazmit lizerinde gliserol ile uyarilabilen bir
promotor kontroliinde ifade edecek sekilde elde edilmistir [Demir, 2019; Yilmaz,
2019]. Her iki rekombinant sus da aktinorhodin antibiyotigini yaban susa gore yiiksek
diizeylerde iiretmektedir [Demir, 2019; Yilmaz, 2019]. Tez c¢alismasinin bu
boliimiinde, oncelikle S. coelicolor yaban sus ve rekombinant suslar i¢in ¢esitli kiiltiir
kosullar1 optimize edilmistir. Bu kapsamda sicaklik, pH, besiyeri ¢esidi, kiiltiir hacmi,
inokulum miktar1 ve calkalama hizi (rpm) gibi parametreler sistematik olarak
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda, yaban sus ile rekombinant
suslar aktinorhodin iiretimi agisindan karsilastirmali olarak analiz edilmis ve en uygun

tiretim kosullar1 belirlenmistir.

7.1.1. Optimum Sicakhgin Belirlenmesi

S. coelicolor yaban sus ve rekombinant suslarin aktinorhodin {iretim diizeylerinin
karsilagtirilmasi ve antibiyotik iiretimi i¢in en uygun sicaklik derecesinin belirlenmesi
amaciyla bakteriler 25 °C, 30 °C ve 35 °C’de biiyiitiilmiis ve fermentasyonun 72., 96.
ve 120. saatlerinde O0rnek alinarak kuru agirlik ve antibiyotik Ol¢timleri yapilarak

spesifik aktiviteler hesaplanmistir.

25 °C’de gergeklestirilen fermentasyonda, 72. ve 96. saatlerde Sco-pSPGlon susunun
diger suslara gore daha az biyiidigl, 120. saatte ise diger suslar1 yakaladig
goriilmektedir (Sekil 7.1). Kontrol susunda (pSPG) bdyle bir biiyiime geriligi
goriilmediginden bu durumun /on geninin fazla ifade edilmesinden kaynaklandigi
cikarimi yapilmistir. Sco-pRA/on susunda lon geninin kopya sayist az oldugundan (2

kopya) biiyiime ¢ok fazla etkilenmemistir.
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Sekil 7.1: S. coelicolor A3(2) yaban sus ve rekombinant suslarin 25 °C’de biiyiime
grafigi.

Suglarin 25 °C’de antibiyotik tretimleri karsilastirildiginda Sco-pRAlon ve Sco-
pSPGlon suslari ile yaban sug arasinda 72. ve 96. saatlerde istatistiksel olarak anlamli
bir fark olmadig1 goriilmiistiir (p> 0,05) (Sekil 7.2). Bununla birlikte 120. saatte
pRAlon plazmiti tasiyan susun yaban sustan 2 kat daha fazla antibiyotik iirettigi
goriilmiistiir (p < 0,05). Sco-pSPGlon susu ise 120. saatte oldukg¢a az antibiyotik
tiretmis, Sco-pRAlon susuyla karsilagtirldiginda 8-9 kat daha az oldugu tespit
edilmistir (Sekil 7.2).
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Sekil 7.2: S. coelicolor A3(2) yaban sus ve rekombinant suslarin 25 °C’de
aktinorhodin tiiretimleri. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri grafiklerde su
sekilde gosterilmistir: p < 0,05 (*); p < 0,01 (**).

30 °C’de gerceklestirilen fermentasyonda 72., 96. ve 120. saatlerde Sco-pRAlon susu
yaban sus ve kontrol susu olan pRA susuna gore daha az biiytimiistiir (Sekil 7.3). Sco-
pSPGlon 72. ve 96. saatlerde yaban susa yakin biiyiime gdsterirken 120. saatte yaban
susa gore daha az biiylimiistiir. Bununla birlikte Sco-pSPGlon, kontrol grubu olan
pSPG susuna gore 6zellikle 72. ve 120. saatlerde ¢ok daha fazla biiylimiistiir. lon geni
tastyan Sco-pRAlon ve Sco-pSPGlon suslar1 karsilastirildiginda ise pRA/on tasiyan
sus 72. ve 96. saatlerde pSPGlon tasiyan susa gore az biiylime gosterirken 120. saatte

onu gecerek daha fazla biiylime gostermistir.
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Sekil 7.3: S. coelicolor A3(2)’nin yaban sus ve rekombinant suglarmin 30 °C’de
biiylime grafigi.

30 °C’de gergeklestirilen fermentasyonda 72. saatte aktinorhodinin spesifik aktivitesi
bakimindan yaban sus ile Sco-pRAlon ve Sco-pSPGlon arasinda istatistiksel olarak
cok yiiksek diizeyde fark oldugu (p < 0,0001) ve rekombinant suglarin yaban sustan
daha fazla antibiyotik iirettigi goriilmiistiir (Sekil 7.4). Fermentasyonun 96. saatinde
Sco-pRA/on yaban sustan 18-19 kat (p <0,001), Sco-pSPGlon susu ise 9 kat (p <0,01)
daha fazla antibiyotik iiretmistir. 120. saatte pRA/on tasiyan susun hiicre biiylimesine
bagl olarak spesifik aktivitesinin diistiigii ancak yine de yaban sustan 5 kat fazla
spesifik aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Sco-pSPGlon susunun antibiyotik {iretiminde
ise onemli bir degisiklik olmamis, yaban susa kiyasla 8 kat fazla spesifik aktivite

gostermistir.
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Sekil 7.4: S. coelicolor A3(2)’nin yaban sus ve rekombinant suslarinin 30 °C’de
aktinorhodin iiretme profillerinin karsilastirilmali grafigi. Istatistiksel
anlamlilik diizeyleri grafiklerde su sekilde gosterilmistir: p < 0,01 (**); p
< 0,001 (***); p<0,0001 (***%*),

35 °C’de gergeklestirilen fermentasyonda 72. saatte Sco-pRAlon kontrol susu olan
pRA susuna gore daha az biiyiimiigken 96. ve 120. saatlerde kontrol grubu ve yaban
susa gore daha fazla biliytime gostermistir (Sekil 7.5). Sco-pSPGlon 72. saatte yaban
susa gore cok fazla biiylimiistiir ancak 96. saatte biiylime miktar1 giderek azalmis
yaban sus 120. saatte Sco-pSPGlon susunu ge¢mistir. Bununla birlikte Sco-pSPGlon
kontrol grubu olan pSPG susuyla 72. saatte yakin biiylime gosterirken 96. ve 120.
saatlerde kontrol susu Sco-pSPGlon susundan ¢ok daha fazla biiylime gostermistir. lon
geni tastyan Sco-pRAlon ve Sco-pSPGlon suslart karsilastirildiginda ise pRAlon
tasiyan sug 72. saatte pSPGlon tasiyan susa gore az biiylime gosterirken 96. ve 120.

saatte onu gecerek daha fazla biiylime gostermistir.
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Sekil 7.5: S. coelicolor A3(2)’nin yaban sus ve rekombinant suglarinin 35 °C’de
biiylime grafigi.

S. coelicolor A3(2) suslan ile 35 °C’de gergeklestirilen fermentasyon denemesi
sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda, yaban sus ve rekombinant suslarin
aktinorhodin iiretimleri karsilastirmali olarak degerlendirilmis ve elde edilen sonuglar
grafiklestirilmistir (Sekil 7.6). 96. saatte Sco-pSPGlon yaban susa gore 15-16 kat daha
fazla aktinorhodin iiretmistir ve bu fark istatistiksel olarak da anlamli bir farktir (p <
0,05). 120. saatte ise yaban tipe gore Sco-pSPGlon 26 kat Sco-pRAlon 13-14 kat fazla
antibiyotik tiretmistir. Sco-pRAlon susunun 35 °C’de antibiyotik iiretimine daha geg
basladig1 (120. saat) Sco-pSPGlon susunun ise daha erken ve daha fazla antibiyotik

urettigi gdzlemlenmistir.
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Sekil 7.6: S. coelicolor A3(2)’nin yaban sus ve rekombinant suglarinin 35 °C’de
aktinorhodin iiretme profillerinin karsilastirilmali grafigi. Istatistiksel
anlamlilik diizeyleri grafiklerde su sekilde gosterilmistir: p > 0,05 (ns); p
< 0,05 (*); p<0,0001 (****),

7.1.2. Optimum pH’nin Belirlenmesi

S. coelicolor yaban susu ve rekombinant suslari i¢cin optimum pH seviyesinin
belirlenmesi ve aktinorhodin iiretim diizeylerinin karsilastiriimasi amaciyla diger tiim
parametreler sabit tutularak fermentasyon denemeleri gerceklestirilmistir. Denemeler,
daha once belirlenmis olan 30 °C sabit sicaklik kosulunda yiiriitiilmiis ve sadece ortam
pH’s1 degisken olarak ele alinmistir. Bu c¢alismada laboratuvarimizda R2YE
besiyerinin otoklav sonrasi soliisyonlar1 ekledikten sonraki pH~ 6.30 degeri 6l¢iilmiis
ve optimizasyon deneylerinde de pH=6, pH=6.30, pH=6.5 ve pH=7 baslangi¢ degerleri
kullanilmistir. Her bir kosulda fermentasyon siireci 180 rpm’de calkalamali
inkiibatorde gerceklestirilmis, 72., 96. ve 120. saatlerde 6rnek alinarak kuru agirlik
Ol¢iimleri ve aktinorhodin antibiyotik oOlglimleri yapilarak spesifik aktivite

hesaplanmis ve elde edilen veriler kullanilarak grafikler hazirlanmistir.

S. coelicolor suslariyla pH=6’da gerceklestirilen deney sonuglarina gore 72. saatte
Sco-pRA/on ve Sco-pSPGlon suslart yaban susa gore daha az biiyiime gdstermistir
ancak 96. ve 120. saatlerde yaban susu yakalamis ve ge¢mislerdir (Sekil 7.7). Bu
kosullarda gerceklestirilen deneylerde pRA plazmiti tasiyan kontrol susunun Sco-

pRAlon susundan daha fazla biiyiidiigii gézlemlenmistir. 72. ve 120. saatlerde Sco-

36



pSPGlon susu pSPG plazmiti tasiyan kontrol susundan daha az biliylime gosterirken

96. saatte dnemli olgiide fazla bliylime gostermistir.
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Sekil 7.7: S. coelicolor A3(2)’nin yaban sus ve rekombinant suglarinin pH=6’da
biliylime grafigi.

S.coelicolor suslariyla pH=6’da gerceklestirilen antibiyotik 6l¢iim sonuclarina gore
72. saatte yaban sus ile rekombinant suslar arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir fark
vardir (p <0,05) ve Sco-pSPGlon bu siirecte yaban susa gore yaklasik 2 kat fazla
antibiyotik tiretmistir (Sekil 7.8). 96. saat sonuglarinda ise yaban sus ve rekombinant
suslar arasinda istatistiksel olarak olduk¢a anlamli bir fark oldugu goriilmektedir
(p<0,001) ve yaban susun Ozellikle 72. saatten sonra yiiksek oranda antibiyotik
iretmeye basladig1 goriilmiistiir. 120. saat sonuglart R2YE’nin pH’sinin diisiiriilmesi
durumunda yaban sus ve Sco-pSPGlon’un Sco-pRA/on ile aralarinda anlamli bir fark
oldugunu ve bu suslarin Sco-pRAlon’a gore 4 kattan fazla aktinorhodin {irettigini
gostermigtir. 120. saat Orneklerine gore pSPGlon tasiyan sus ile yaban susun
aktinorhodin {iiretimleri neredeyse aynidir ve aralarinda anlaml bir fark yoktur (p>

0,05).
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Sekil 7.8: S. coelicolor A3(2)’nin yaban sus ve rekombinant suslarinin pH=6’da
aktinorhodin iiretme profillerinin karsilastirilmali grafigi. Istatistiksel
anlamlilik diizeyleri grafiklerde su sekilde gosterilmistir: p > 0,05 (ns); p
< 0,05 (*); p<0,001 (***); p<0,0001 (***%*),

R2YE besiyerinin baslangic pH’s1 6.30 oldugunda yaban sus tiim fermentasyon
stiresince Sco-pRA/on susuna gore ¢ok daha fazla biiyiime gostermistir (Sekil 7.9).
Sco-pSPGlon 96. saatte yaban susu yakalamasina ragmen 72. ve 120. saatlerde yaban
sustan ¢ok daha az biliylime gostermistir. /on geni tasityan suslar karsilastirildiginda
Sco-pRAlon 72. ve 96. saatlerde Sco-pSPGlon susuna gore goriilebilir sekilde yavas

bliylimesine ragmen 120. saatte daha fazla biiytimiistiir.
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Sekil 7.9: S. coelicolor A3(2)’nin yaban sus ve rekombinant suslarin pH=6.30’da
biiylime grafigi.

pH 6.30°’da S. coelicolor A3(2) yaban susu ile rekombinant suslarin aktinorhodin
tretim diizeyleri karsilagtirmali olarak analiz edilmistir (Sekil 7.10). Elde edilen
sonuglara gore, 72. saatte her iki rekombinant susun antibiyotik {iretiminin yaban susa
kiyasla ¢ok yiiksek oldugu bulunmustur (p <0,0001). 96. saatte Sco-pRAlon’un, yaban
susa gore yaklagik 18—19 kat daha yiiksek spesifik aktiviteye ulastig1 ve bu farkin
yiiksek diizeyde anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,001). Ayni zamanda Sco-
pSPGlon susu da 96. saatte yaban sustan yaklasik 9 kat daha fazla aktivite sergilemis
ve istatistiksel olarak giiclii bir fark ortaya koymustur (p <0,01). 120. saat analizinde
Sco-pRA/on susunda biiylimeye bagl bir diisiis gozlemlenmekle birlikte, bu sus yine
de yaban susa kiyasla yaklagik 5 kat daha fazla aktinorhodin tiretmistir (p <0,0001).
Diger yandan, Sco-pSPGlon susu daha stabil bir liretim profili sergilemis ve 120. saatte
yaban susa gore yaklasik 8 kat daha fazla aktinorhodin iiretmis ve bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p <0,001). 120. saat 6rnekleri degerlendirildiginde Sco-
pSPGlon’un Sco-pRA/on’dan fazla spesifik aktivite gosterdigi goriilmiistiir ancak tiim
fermentasyon boyunca yapilan analizler aktinorhodin iiretimi agisindan en verimli

susun pRA/on plazmiti tagiyan sus oldugunu gostermistir.
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Sekil 7.10: S. coelicolor A3(2)’nin yaban sus ve rekombinant suslarinin pH=6.30"da
aktinorhodin iiretme profillerinin karsilastirilmali grafigi. Istatistiksel
anlamlilik diizeyleri grafiklerde su sekilde gosterilmistir: p < 0,01 (**); p
< 0,001 (*¥**); p<0,0001 (****),

S.coelicolor suglariyla pH=6.5’da gerceklestirilen deney sonuclarina gore 72. saatte
rekombinant suslarin yaban susa gore ¢ok daha iyi biiytidiigli gézlenmistir (Sekil 7.11).
Ilging bir sekilde 72. ve 96. saatlerde kontrol grubu olan suslarin lon geni tasiyan
suslardan daha fazla biiyiidiigli, 120. saatte ise bu durumun tersine dondiigii yani
rekombinant suslarin kontrol suslarindan daha fazla biiylidiigii goriilmiistiir. Sco-
pSPGlon susu Sco-pRAlon susuna gore 72. ve 96. saatlerde fazla biiylime gostermis

ancak 120. saatte bliylime oranlari esitlenmistir.
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Sekil 7.11: S. coelicolor A3(2)’nin yaban sus ve rekombinant suglarinin pH=6.50"de
biiylime grafigi.

Besiyeri baslangic pH’smnin 6.5’e ayarlanmasiyla yiiriitillen deneysel kosullarda,
suslarin aktinorhodin iiretim kapasitesi belirgin bir sekilde degisiklik gdstermistir
(Sekil 7.12). pRA plazmidini tasiyan kontrol susun, Ozellikle 120. saatte ulastigi
yiiksek spesifik aktivite degeri ilging bulunmustur. 72. saatte, Sco-pSPGlon susunun,
yaban susa kiyasla anlamli diizeyde daha diislik aktivite gosterdigi belirlenmisken
(p<0,05), rekombinant suslar Sco-pRAlon ile Sco-pSPGlon arasinda anlaml fark
goriilmemistir (p> 0,05). 96. saatte her iki rekombinant sus da yaban sustan daha fazla
antibiyotik tretmistir. 120. saatte ise genel olarak aktivite seviyeleri diisiik kalmis
fakat kontrol grubu olarak pRA plazmiti tasiyan ve pSPGlon plazmiti tasiyan suslarin
aktivitesi anlaml sekilde artis gostermistir (p<0,05). Bu durum, bu pH kosulunda

tiretimin gecikmeli basladiginmi diisiindiirmektedir.

41



pH=6,5 Spesifik Aktivite

*
15 ns
A
gz
= 10+ é Bl pRAlon
=
; ns *
- 1 +—- QP
:g " . " Bl pSPGlon
é 1
—
t -
g o—p— s g
by 72 96 120

Fermentasyon Siiresi (Saat)

Sekil 7.12: S. coelicolor A3(2)’nin yaban sus ve rekombinant suslarinin pH=6.50"de
aktinorhodin iiretme profillerinin karsilagtirllmali grafigi. Istatistiksel
anlamlilik diizeyleri grafiklerde su sekilde gosterilmistir: p> 0,05 (ns); p <
0,05 (*).

S. coelicolor suslartyla pH=7"de gergeklestirilen deney sonuglarina gére 72. ve 96.
saatlerde yaban sus Sco-pRA/on’a gore daha fazla biiylimiis ancak 120. saatte biiytime
miktar1 esitlenmistir (Sekil 7.13). Sco-pSPGlon susu ise 72. ve 96. saatlerde Sco-
pRA/on susuna gore dnemli Ol¢lide fazla bliyiime gostermistir ancak 120. saatte Sco-
pRAlon daha fazla biiyiime gostermistir. 120 saatlik fermentasyon sonucunda en fazla
bliylimeyi 96. saatte Sco-pSPGlon susu gostermistir. Bu sonuglar Sco-pRAlon
susunun pH=7’de daha yavas biiylidligiinii gostermistir.
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Sekil 7.13: S. coelicolor A3(2)’nin yaban sus ve rekombinant suslarinin pH=7"de
biiylime grafigi.

S.coelicolor suslariyla pH=7"de gergeklestirilen deney sonuclarina gore yaban susu ile
rekombinant suslar arasinda aktinorhodin iiretimine iliskin anlamli farkliliklar
gozlenmigtir (Sekil 7.14). Genel olarak tiim suslar i¢in liretim diizeylerinin diisiik
seyrettigi bu pH degerinde, 0zellikle Sco-pSPGlorn’un 120. saatte anlamli bir artig
gosterdigi dikkat ¢ekmektedir. 72. saatte yaban susa gore istatistiksel olarak Sco-
pRAlon giiglii derece anlaml fark (p<0,01) ile yaklasik 2 kat fazla ve Sco-pSPGlon
anlamli fark (p<0,05) gostererek yaklasik 3 kat daha fazla spesifik aktiviteye sahiptir.
96. saatte pRA/on tasiyan sus yaban susa gore daha fazla aktinorhodin {iretmesine
ragmen bu fark istatistiksel bir anlama sahip degildir (p>0,05) fakat pSPGlon tasiyan
sus anlaml1 6l¢iide (p<0,05) yiiksek spesifik aktivite gostermeye devam etmistir. 120.
saatte ise Sco-pSPGlon en yiiksek aktinorhodin iiretimine sahiptir ve yaban susun 6
kat1, Sco-pRAlon’un ise 3 kat1 degerdedir ve bu fark istatistiksel olarak gii¢lii derecede
anlamlidir (p<0,01).
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Sekil 7.14: S. coelicolor A3(2)’nin yaban sus ve rekombinant suslarinin pH=7"de
aktinorhodin iiretme profillerinin karsilastirilmali grafigi. Istatistiksel
anlamlilik diizeyleri grafiklerde su sekilde gosterilmistir: p < 0,05 (*); p <
0,01 (**); p<0,001 (*¥*%*).

7.1.3. §. coelicolor A3(2) Rekombinant Suslarinin ISP-4 Besiyerinde
Biiyutiilmesi

R2YE disinda daha basit ve ucuz baska bir besiyerinin antibiyotik liretimindeki

etkisini belirlemek icin nisasta icerikli ISP-4 besiyeri kullanilmistir. Bu besiyerinde

yiiriitiilen deneylerde S. coelicolor suslarin biiylimesi ve antibiyotik tiretimi R2YE

besiyerinde gergeklestirilen fermentasyonlardan daha ge¢ basladigi i¢in 96., 120., 144.

ve 168. saatlerde 6rnekler toplanarak dl¢iimler yapilmistir (Sekil 7.15, Sekil 7.16).

ISP-4 besiyerinde yiiriitillen deneyde Sco-pRAlon susu 168. saate kadar diger
suslardan daha fazla biiylime gostermis, ancak 168. saatte kontrol grubu olan pRA ve
pSPG plazmiti tasiyan suslarin biiytimesi Sco-pRA/on susuna yaklasmistir. Yaban sus
ve Sco-pSPGlon suslari ise bu besiyerinde 120. saat hari¢ birbirlerine yakin derecede

biliylimiistiir (Sekil 7.15).
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Sekil 7.15: S. coelicolor A3(2)’nin yaban sus ve rekombinant suslarinin ISP-4
besiyerinde biiyiime grafigi.

ISP-4 besiyerinde suslarin aktinorhodin iiretimleri spesifik aktivite hesaplanarak
karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir (Sekil 7.16). 96. saatte pRA/on tastyan susun
spesifik aktivitesi yaban susa gore yaklasik 9 kat fazla bulunmustur (p <0,001). 120.
saatte ise yaban sus biitliin suglardan daha fazla antibiyotik iiretmistir. Yaban sus ile
Sco-pSPGlon arasindaki fark cok yliksek diizeyde anlamliyken (p<0,0001), Sco-
pRA/on arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p <0,05). 144.
saatte Sco-pRAlon’un spesifik aktivitesi yaban susa kiyasla belirgin sekilde daha
yuksek bulunmustur (p <0,05). 168. saate gelindiginde ise hem Sco-pRAlon hem de
Sco-pSPGlon suslar arasinda, hem de bu suslarla yaban sus arasinda anlamli bir fark
tespit edilmemistir (p> 0,05). Sco-pRA/on’un spesifik aktivitesinde 144. saatten sonra
yuksek oranda artis goriilmiisken Sco-pSPGlon susunun spesifik aktivitesi ise 120.

saatten sonra dlismiistiir.

ISP-4 besiyerinde yapilan fermentasyon deneyinin basinda inokulum sonrasi
besiyerinin goriintiisii bulanik beyaz iken (Sekil 7.17) fermentasyonun 168. saatinde
besiyeri renginin aktinorhodin iiretimine bagli olarak mavi renge dondiigi
gbzlenmistir (Sekil 7.18). Bu renk degisimine ragmen spesifik aktivitenin oldukca
diisiik olmas1 ise drneklerin bir gece 5 M KOH ile inkiibasyonunun ardindan yapilan

santrifiij sonucunda mavi renkli aktinorhodinin siipernatantta kalmayip hiicre peleti ile
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¢okmesiyle iligkilendirilmistir (Sekil 7.19). Gézlemlenen bu duruma, aktinorhodinin
besiyeri bilesikleri ile tepkimeye girmesinin neden oldugu diisiiniilmistir. Bu
sonuclar, ISP-4 besiyerinin Streptomyces suslarinda aktinorhodin ol¢iimii i¢in pek

uygun olmadigin1 géstermistir.

ISP-4 Spesifik Aktivite

Ak kk

0.5 = —
g Ly e
= 0.4-
£
£ 0.3 e El pRAlon
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< 0.2- El pSPGlon
=
‘| 0.1+
o
@
0.0

Fermentasyon Siiresi (Saat)

Sekil 7.16: S. coelicolor A3(2)’nin yaban sus ve rekombinant suslarinin ISP-4
besiyerinde aktinorhodin iiretme profillerinin karsilagtirilmali grafigi.
Istatistiksel anlamlilik diizeyleri grafiklerde su sekilde gosterilmistir: p >
0,05 (ns); p < 0,05 (*); p<0,001 (**%); p <0,0001 (****),

Sekil 7.17: S. coelicolor A3(2)’nin yaban sus ve rekombinant suslarinin ISP-4
besiyerinde fermentasyon baslangicinda kiiltiirlerin goriintiisii.
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Sekil 7.18: S. coelicolor A3(2)’nin yaban sus ve rekombinant suslarinin ISP-4
besiyerinde 168. saatte fermentasyon sonunda kiiltiirlerin goriintiisii.

Sekil 7.19: S. coelicolor A3(2)’nin yaban sus ve rekombinant suslarinin ISP-4
besiyerinde fermentasyonu sonrasi antibiyotik Slglimiine hazirlanmig
ornek bir Eppendorf goriintiisii.

7.1.4. Kiiltiir Hacminin Sco-pRAlon’da Antibiyotik Uretimine Etkisi

Bu agamaya kadar alinan biitliin sonuclar degerlendirildiginde, Sco-pRAlon susunun
yiiksek aktinorhodin {iretimi i¢in en uygun sus oldugu goriildiigiinden ¢alismaya bu
sus ile devam edilmistir. Fermentorde biiylik olcekli iiretime gecmeden Once
Erlenmeyer sisesinde c¢aligma hacmi 2 katina ¢ikarilarak antibiyotik Ol¢timleri
yapilmistir. Deneyler tiger tekrarli olarak yiiriitiilmiis ve bakteriler Sco-pRAlon susu
i¢in belirlenen optimum kosullarda gergeklestirilmistir (Sekil 7.20). Calisma hacminin
2 katina cikarilmasi hem yaban sus hem de rekombinant susta verim kaybina yol

acmistir. Bu bulgu, iiretim Olceginin artirllmasinin metabolit sentezi iizerindeki
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potansiyel etkilerine isaret etmekte olup, biiylik hacimli fermentasyonlara geciste

parametrelerin yeniden optimize edilmesi gerektigini gostermektedir.
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Sekil 7.20: S. coelicolor A3(2)’nin yaban sus ve Sco-pRAlon suslarimin farkh
hacimlerde aktinorhodin antibiyotigi liretme profilleri.

7.1.5. inokulum Miktarinin Sco-pRAlon’da Aktinorhodin Uretimine
EtKisi
Inokulum miktarinin aktinorhodin {iretimi {izerindeki etkisini belirlemek amaciyla,
120 m1’lik iiretim hacminde Sco-pRA/on ile farkli inokulum oranlariyla fermentasyon
denemeleri gerceklestirilmistir. Bu kapsamda, baslangi¢ inokulum miktar1 1 kat icin
1.06 g 1slak hiicre olarak belirlenmis ve deneyler 1, 2, 3, 4 ve 5 kat oranlarinda, licer
tekrar olacak sekilde yiirtitiilmiistiir. 72., 96. ve 120. saatlerde ornekler toplanarak
aktinorhodin tiretimi ve kuru agirlik 6l¢iimleri gergeklestirilmis, elde edilen bulgulara
gore grafikler olusturulmustur (Sekil 7.21, Sekil 7.22). Denemeler sonucunda,
inokulum miktarindaki artiga bagli olarak hiicre yogunlugunun yiikseldigi
gozlemlenmistir. Ancak aktinorhodin liretiminin artan inokulum miktarindan olumlu
etkilenmedigi goriilmiistiir. Ozellikle 120. saatte, 1 kat inokulum ile diger oranlar

karsilastirildiginda 9-10 kat daha fazla spesifik aktivite goriilmiistiir. Bu sonuglar,
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optimum tiretim i¢in uygun inokulum miktarmin belirlenmesinin kritik oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 7.21: Sco-pRAlon sugunun farkli inokulum miktarlarinda biiytime grafigi
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Sekil 7.22: Sco-pRAlon susunun farkli inokulum miktarlarinda aktinorhodin
antibiyotigi liretme profilleri.
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7.1.6. Calkalama Hizinin (rpm) Sco-pRAlon’da Aktinorhodin
Uretimine Etkisi

Calkalama hizinin rekombinant susta aktinorhodin {iretimi T{izerindeki etkisini
degerlendirmek amaciyla Sco-pRA/on 180, 200 ve 220 rpm’de biiyiitiilmiis ve 72., 96.
ve 120. saatlerde alinan 6rnekler iizerinden aktinorhodin iiretimi degerlendirilmis ve

sonuglar spesifik aktivite degerleriyle grafiksel olarak sunulmustur (Sekil 7.23).

Elde edilen veriler, ¢alkalama hizinin aktinorhodin tiretimi tizerinde belirgin bir etkisi
oldugunu gostermektedir. Ozellikle 200 rpm’de, 72. ve 96. saatlerde dlgiilen spesifik
aktivite degerleri, hem 180 rpm’ye hem de 220 rpm’ye gore daha verimli bulunmustur.
96. saatte 200 rpm’de goriilen {iretim degeri 180 rpm’de goriilenin yaklasik 9 katidir.
Ancak 120. saatte bu hizda iiretimde keskin bir diisiis gdzlemlenmistir. Ote yandan
180 rpm’de iiretim ge¢ baslayarak 120. saatte goreceli bir artis gostermistir. 220
rpm’de ise tim zaman noktalarinda aktinorhodin iiretiminin sinirli  kaldigi
goriilmektedir. Bu durum yiiksek ¢alkalama hizina bagli olarak olugsan mekanik stresin
mikrobiyal hiicre morfolojisi iizerinde baskilayici etkiler olusturdugunu
diistindiirmektedir. Sonug olarak 200 rpm ¢alkalama hiz1 bu kosullar altinda en verimli

aktinorhodin iiretimini saglayan hiz olarak degerlendirilmistir.

RPM Spesifik Aktivite

Spesifik Aktivite (nhM/mg)
(3]
1

0_:4-%

T T T
72 96 120

Fermentasyon Siiresi (Saat)

Sekil 7.23: Sco-pRAlon susunun farkli c¢alkalama hizinda gergeklestirilen
fermentasyonlarda aktinorhodin iiretme profilleri.
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7.2. Sco-pRAlon’un Fermentorde Biiyiik Olcekli Uretimi

Eppendorf BioFlo 120 modeli biyoreaktorde yiiriitiilen biiylik 6lgekli fermentasyon
calismasinda,  rekombinant  Sco-pRAlon  susunun  liretim  performansi
degerlendirilmistir. 2 litrelik R2YE ortaminda gergeklestirilen bu denemede, pH=6.30,
30 °C sicaklik, 150—-180 rpm calkalama hizi ve en az %20 ¢6ziinmiis oksijen diizeyi
hedeflenmistir. Fermentasyonun ilk 24 saatinde hiicre biiyliimesi gézlemlenmis ancak
ilerleyen saatlerde biiylime durmus ve besiyerinin bulaniklagtigi fark edilmistir. 72.
saatte alinan 6rneklerin mikroskobik incelenmesi sonucunda, beklenen peletlesme ve
misel gelisimi yerine, hiicresel yapmin bozuldugu, misellerin pargalandigi ve
hiicrelerin lizise ugradig: tespit edilmistir ve deney sonlandirilmistir. Bu durum,
fermentasyon siiresince kontrol edilmekte zorlanilan ¢6ziinmiis oksijen seviyesindeki
dalgalanmalar ve buna bagli olarak artan c¢alkalama siddetinin mikroorganizma
tizerindeki olumsuz etkileriyle iligskilendirilmistir. Sonuglar, S. coelicolor suslarinin
biyoreaktoér kosullarinda oksijen transferi ve mekanik stres gibi faktorlere karsi
hassasiyet gosterdigini ve bu kosullarin {iretim siirecini olumsuz yonde

etkileyebilecegini ortaya koymustur.

Eppendorf BioFlo 120 fermentoriinde gergeklestirilen ilk denemede ¢6ziinmiis oksijen
diizeylerinde dalgalanmalar ve buna bagli misel parcalanmalar1 gézlenmis, bu nedenle
rekombinant Sco-pRA/on susu ile ayni besiyeri ve parametreler korunarak ¢alisma
Applikon ez2-Control fermentdriinde tekrar edilmistir. Bu sistem 2 L toplam hacme
sahip oldugundan optimum gaz deg8isimi ve karistirma kosullarmi saglamak ve
kopiiklenme riskini azaltmak amaciyla ¢alisma hacmi 1,5 L olarak belirlenmistir.
Applikon ez2-Control biyoreaktoriinde 72., 96., 120. ve 140. saatlerde aktinorhodin ve
undesilprodigiosin iiretimini izlemek amaci ile Ornekler alinmistir. Elde edilen
sonuclar Erlenmeyer kosullarinda alinan sonuglarla karsilagtirilmistir (Sekil 7.24). Bu
karsilagtirmada Erlenmeyer kosullarinda aktinorhodin spesifik aktivitesinin ayni
zaman noktalarinda fermentdrde 6l¢iilen degerlerin yaklasik 180 kat (72. saatte), 240
kat (96. saatte) ve 50 kat (120. saatte) iizerinde oldugu goriilmiistiir. Fermentorde
aktinorhodin tiretimi 120. saatte oldukg¢a diisiik seviyedeyken 140. saatte yaklasik 4,5
kat artig gostererek en yiiksek degere ulagsmistir. Undesilprodigiosin icin ise
fermentordeki degerler Erlenmeyerdekilerin tersine daha yiiksektir; 72. saatte yaklasik
2,5 kat ve 96. saatte yaklasik 3 kat daha yiiksek bulunurken, 120. saatte fermenttrde
Ol¢iilen deger erlenmeyerdekinin yaklasik 8 kat1 olmustur. Bu bulgular, Applikon ez2-
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Control sisteminde, aktinorhodin iiretimi Erlenmeyer kosullarina gore baslangicta
smirli kalip, silire¢ ilerledikge Ozellikle 140. saatte belirgin bir artis gostermis;
undesilprodigiosin iiretimi ise daha erken donemde yiiksek baslayip zamanla
azalmistir. Fermentasyon sliresince baslangicta, 24., 72. ve 120. saatlerde kiiltiiriin
fiziksel goriinlimiindeki degisimleri belgelemek amaciyla fotograflar ¢ekilmis ve bu
gorseller ilgili zaman noktalarindaki morfolojik farkliliklar1 destekleyici nitelikte
sunulmustur (Sekil 7.25). Fermentasyon stireci boyunca 48. saatten itibaren 6zellikle
fermentorde kopiik olusumunun belirgin sekilde arttigi, bu kopiigin fermentor
ceperinde pelet ve misel kiimelerinin yapismasina yol agtig1 gozlemlenmistir. Ceperde
yapigan bu biyokiitlenin siispansiyon halindeki kiiltiirden morfolojik olarak ayrildig:
ve bu durumun bilylime dinamiklerinde farklilik yarattigi goriilmiistiir. Sekil 7.25°te
72. saatte cekilen fotografta da goriildiigii ilizere g¢eperde tutunmus bakterilerin
stispansiyon ig¢indeki kiiltiirden farkli bir sekilde biiyldigi ve renklendigi
saptanmistir. Bu durum, sistemin kopiik ve yiizeye tutunma egiliminin biyokiitlenin
dagilimmi ve goriinlimiinii etkileyerek iiretim parametrelerinde degisiklige yol

acabilecegini gostermektedir.
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Sekil 7.24: Sco-pRAlon susunun biyoreaktdr ve Erlenmeyerde aktinorhodin ve
undesilprodigiosin antibiyotiklerini tiretme profilleri
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0.saat ‘ | 120, saatei

Sekil 7.25: Farkli saatlerde Sco-pRA/on kiiltiiriiniin fermentordeki goriiniimii. Cepere
yapigan biyokiitlenin iirettigi ikincil metabolitler renk degisimiyle ayirt
edilmektedir (72. ve 120. saatlerde).

7.3. Aktinorhodinin Kumas Boyasi1 Olarak Potansiyelinin
Degerlendirilmesi

7.3.1. Sco-pRAlon Tarafindan Uretilen Aktinorhodinin izolasyonu

Daha once Taher ve digerleri, yiiriittiikleri ¢alismada aktinorhodini kiiltiir ortamindan
izole edebilmek icin kiiltiir santrifiij edildikten sonra iist fazin pH’sinin 3’e
ayarlandigini, bu islem sonucunda olusan ham aktinorhodin ¢okeltisinin kirmizi renkli
olarak toplandigini, kurutulduktan sonra toz haline getirildigini ve sonrasinda dioksan
kullanilarak saflastirildigini bildirmistir [Taher vd., 2020]. Ancak bu yonteme iliskin
detaylar verilmediginden, bu ¢alismada aktinorhodinin asidik ortamda ¢oktiigii bilgisi
temel alinarak pigmentin fiziksel olarak ayristirilmasina ydnelik bir izolasyon
protokolii gelistirilmesi hedeflenmistir. Fermentasyon sonrasi aktinorhodinin
izolasyonu i¢in baslangigta uygulanan protokolde ¢ozeltinin pH’s1 2-3 araligina
diisiiriilerek pigment ¢oktiiriilmeye ¢alisilmis ancak bu yontemde, asidik ortamin
aktinorhodin ¢okeltisi icin yeterli ¢cokmeyi saglayamadigi ve ciddi iiriin kaybina yol
actigr gozlemlenmistir. Bu nedenle pigment verimini artirmak amaciyla yeni bir
protokol gelistirilmistir. Yeni yontemde, pH=2.5"¢e indirildikten sonra 151k ve hava ile
temas1 engellenerek aliiminyum folyo ile sarilmis tiiplerde +4 °C’de inkiibasyona
birakilmis ve bu yontemin verimi arttirdigr gézlemlenmistir. Bu yontemin etkinligini

artirmak amaciyla +4 °C’de farkli inkiibasyon siireleri denenmistir. Optimizasyon
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calismasi kapsaminda asidik ortamda inkiibasyon siiresi i¢in 1, 2, 4, 8 ve 20 saat
denenmis ve her grup icin 3 tekrar yapilmustir. Inkiibasyon sonrasi érneklerde ¢coken
aktinorhodin agirhigi oOlclilmiis ve bu c¢okeltiler ayn1 kosullarda ¢ozdiriilerek
spektrofotometre Ol¢limii gerceklestirilmis ve elde edilen veriler ile grafikler
hazirlanmistir (Sekil 7.26). iki farkli &lgiim yapilarak inkiibasyon siiresinin
aktinorhodin ¢okelmesi ve stabilitesi iizerine etkileri incelenmistir. Inkiibasyon
siiresinin ¢oken aktinorhodin agirliginda ¢ok ciddi bir degisime neden olmadig: fakat
aktinorhodinin spektrofotometrik 6lgiimleri sonucuna gore absorbans degerinin 4.
saatten sonra biiylik ol¢lide diistiigli goriilmiustiir (Sekil 7.26). Coken pelet agirligina
ragmen absorbans degerindeki diisiis asidik ortamda uzun siire bekletilmenin
besiyerindeki aktinorhodin disindaki bilesenlerin de ¢6kmesi ya da aktinorhodinin
yapisinin siireye bagli olarak stabilitesini kaybetmesiyle iliskilendirilmistir. 2 ve 4 saat
bekletilen drneklerin absorbans degerinin yiiksekligi aktinorhodin ¢oktiirme yontemi
icin en uygun siire olduklarin1 gostermistir. 4 saat bekletilen ornekler icin ¢okelti
agirliginin daha diisiik olmasina ragmen absorbans degerinin yiiksekligi daha yiiksek
saflikta izolasyon saglandigini gostermistir. Yapilan degerlendirmeler sonucu
aktinorhodin saflastirma yontemi i¢in asidik ortamda pigment ¢oktiirme asamasinin

optimum siiresinin 4 saat olduguna karar verilmistir.
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Sekil 7.26: A) Asidik ortamda farkli siirelerde inkiibe edilerek ¢oken aktinorhodinin
agirliklari. B) Asidik ortamda farkli siirelerde inkiibe edilerek ¢oken
aktinorhodinin spektrofotometre ile 6l¢lim sonuglari
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7.3.2. Aktinorhodinin Kumas Boyasi Olarak Kullanimi

S. coelicolor A3(2) suslan tarafindan iiretilen mavi renkli aktinorhodinin dogal bir
kumas boyar maddesi olarak kullanilabilirligini degerlendirmek amaciyla pamuk
kumaslar iizerinde ¢esitli sabitleme protokolleri ile denemeler gerceklestirilmistir. Bu
kapsamda hem mordant uygulanmis hem de uygulanmamis kumaslar farkli sabitleme
yontemlerine (1s1, NaCl, asetik asit) tabi tutulmus, ayrica boyama siiresi ve tekrar
boyama gibi degiskenlerin renk tutuculugu iizerindeki etkileri aragtirilmistir. Tiim bu
kosullar altinda elde edilen Orneklerin renk stabilitesi, yikama sonrasi
spektrofotometrik  analizlerle degerlendirilmis ve gorsel karsilastirmalarla

desteklenmistir (Sekil 7.27; Sekil 7.28).

[k 24 saat drnekleri boyandiktan sonra sabitleme islemleri uygulanarak kumaslarin
renk degisimleri gézlemlenmis ve kumasta boyanin en iyi tutundugu gruplara karar
verilmigtir. Bu baglamda 48 ve 72 saat boyamalarina bu gruplar ile devam edilmis ve
verimsiz gruplar deneyden elenmistir. 72 saat boyandiktan sonra ikinci boyamanin
gerceklesecegi gruplar icin ise sabitleyicilerin kombinasyonlar halinde kullanildig:
gruplar elenerek sadece 1s1, NaCl ve asetik asit yalniz olarak kullanilmistir. Bu
asamada boyamalar sirasinda mordantlanmis kumaslardaki mordantin ilk boyama
esnasinda boyaya akabilecegi diisliniildiigli icin bu grupta elenmistir (Sekil 7.27).
Grafikler incelendiginde yikama suyuna en az aktinorhodinin salindig1 gruplarin 24 ve
72 saat mordantlanarak boyanip boyama islemi sonrasi asetik asit ile sabitlenen gruplar
oldugu goriilmiistiir. Yikama suyuna en ¢ok boya birakan gruplar ise sabitlenme islemi
uygulanmayan ya da 1s1 ile sabitlenen gruplardir. Ancak kumaslardaki renkler nitel
olarak degerlendirildiginde sonuglarin bu veriler ile tam olarak Ortiigmedigi
goriilmiistiir (Sekil 7.27, Sekil 7.28). Bu durumun nedenlerinden birinin, NaCl ve
asetik asit ¢ozeltileriyle sabitleme islemi yapilan kumaslarin, boyanin bir kismini bu
sabitleme soliisyonlarina akitmasi olabilecegi diisiiniilmiistiir. Buna ek olarak en diisiik
absorbans degeri olan 0,005 nm ile 6l¢iilen 24 ve 72 saat boyunca mordantlanarak
boyanip ardindan asetik asit ile sabitlenen gruplarda, aktinorhodinin asidik ortamda
pembe tonlara doniismesi nedeniyle 640 nm dalga boyunda yapilan lgiimlerin dogru
sonu¢ vermemis olabilecegi degerlendirilmistir. Bu ¢alismalarin  sonucunda
sabitlenme ve kaliciliga iliskin kesin bir yargiya varilamamis; ancak ikinci kez boyama
yapilan gruplarin (Sekil 7.28de 27, 28, 29 ve 30 numaralariyla gosterilen) daha yogun

bir renklenme sergiledigi gozlemlenmistir. Ayrica, saflastirilan aktinorhodinin tekstil
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uygulamalarinda boyar madde olarak kullanimi sirasinda farkli derisim ve pH

degerlerinde renk tonlarinin degisiklik gosterdigi belirlenmistir (Sekil 7.29).
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Sekil 7.27: Aktinorhodin ile kumas boyama sonrasi yapilan yikama igleminde yikama

suyuna akan boyalarin spektrofotometre 6l¢iim sonuglari.
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Sekil 7.28: Aktinorhodin ile boyama ve yikama islemlerinden sonra boyanan kumas
gruplarinin goriintiileri (Grup 6zellikleri Tablo 6.2°de verilmistir.).

Sekil 7.29: Saflastirilan aktinorhodinin farkli pH derecelerinde kullanildigi kumas
boyama Ornekleri (Asidik ortamda kirmizimsi, bazik ortamda mavimsi
tonlar gézlemlenmistir).
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8. TARTISMA

Streptomycetes cinsi bakteriler, antiviral, immiinosupresif ve antitimor etkili ¢esitli
sekonder metabolitler iiretebilme potansiyeline sahip olmalarina ragmen, bu
mikroorganizmalar esas olarak yiiksek antibiyotik sentez kapasiteleri ile 6n plana
¢ikmaktadir [de Lima Procopio vd., 2012]. ATP’ye bagiml calisan Lon proteaz
enzimi, yalnizca bakterilerde degil, 6karyotlar da dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli canli
gruplarinda, yanhis katlanmis ya da hasar gérmiis proteinlerin  yikiminm
gergeklestirerek hiicresel protein kalitesinin  siirdiiriilmesinde merkezi bir rol
tistlenmektedir [Wickner ve Maurizi, 1999; Gottesman vd., 1997]. Bu proteazin
gorevleri yalnizca bununla smirli kalmayip; hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi,
metabolik faaliyetlerin kontrolii, sporulasyon, patojenite gelisimi ve stres kosullarina

verilen tepkiler gibi pek ¢ok yasamsal siireci de kapsamaktadir [Tsilibaris vd., 2006].

Daha 6nce yapilan ¢alismalarla model organizma S. coelicolor A3(2)’de Lon proteazin
sekonder metabolizma Tlizerindeki etkisi belirlenmis ve yiiksek seviyede ifade
edildiginde antibiyotik {iretimini tetikledigi bulunmustur [Demir vd., 2019; Yilmaz,
2019]. Bu c¢alisma kapsaminda ise yiiksek antibiyotik tireticisi Sco-pRAlon ve Sco-
pSPGlon suglarinin yaban susa kiyasla aktinorhodin iiretim kapasiteleri incelenmis ve
kiiltiir kosullar1 optimize edilmistir. Optimizasyon c¢alismalar1 dogrultusunda
rekombinant suslar farkli sicakliklarda, farkli pH’larda ve farkli bir besiyerinde
blyiitiilmiis ve aktinorhodin iiretim miktarlar1 karsilastirilmistir. Fermentorde S.
coelicolor fermentasyonu calisilmadan once yapilan bu deneyler sonucu aktinorhodin
iretimi i¢in en verimli susun Sco-pRAlon oldugu gozlemlenmistir. Biiyiik hacimde
calisilmadan 6nce aktinorhodin iiretim verimini optimize etmek i¢in kiiltiir hacmi,
inokulum miktar1 ve calkalama hizi optimizasyonlar1 gergeklestirilmistir. Yapilan
calismalar dogrultusunda Sco-pRAlon biyoreaktorde biiyiitiilmiis ve aktinorhodinin
biiyiik 6lgekli iiretimi gerceklestirilmistir. Uretilen aktinorhodin kiiltiir ortamindan
izole edilmis ve elde edilen bu pigmentli antibiyotigin kumas boyast olarak

kullanilmasi {izerine denemeler yapilmustir.

Sicaklik optimizasyon c¢alismalart R2YE besiyerinde 25°C, 30°C ve 35°C
sicakliklarinda diger tiim parametreler sabit tutularak gergeklestirilmistir. Yapilan
caligmalarda en uygun sicakligin yaban sus, Sco-pRA/lon, Sco-pSPG ve Sco-pSPGlon
icin 30 °C, Sco-pRA i¢in ise 35 °C oldugu goriildii. Ancak bu kosullar altinda en
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yiiksek aktinorhodin tliretim miktarlar1 30 °C’de Sco-pRA/on susu i¢in 6l¢iilmiistiir ve
bu asamada tiretim miktar1 25 °C’de 6dl¢iilen en yiiksek iiretim miktarindan 100 kat

fazla, 35 °C’de 6lciilen en yiiksek iiretim miktarindan ise en az 2 kat fazla bulunmustur.

pH optimizasyon c¢aligmalari R2YE besiyerinin otoklav sonrasi soliisyonlari
ekledikten sonraki pH~ 6.30 degeri referans alinarak pH=6, pH=6.30, pH=6.50 ve
pH=7 degerlerinde diger parametreler sabit tutularak gerceklestirilmistir. Yapilan
caligmalarda en uygun baslangi¢ pH’si yaban sus i¢cin pH=6; Sco-pRA, Sco-pRAlon,
Sco-pSPG ve Sco-pSPGlon igin ise pH=6.30 olarak belirlenmistir. En yiiksek
aktinorhodin tiretimi Sco-pRA/lon ile pH=6.30"da gergeklestirilen fermentasyonda
Olclilmiistiir. Tiim suslar arasinda pH=6.30’daki maksimum aktinorhodin iiretim
miktart pH=6’daki maksimum iiretim miktariin yaklasik 4,5 ve pH=7’deki

maksimum iiretim miktarmin yaklasik 6 katidir.

Sicaklik ve kiiltiir baslangic pH calismalar1 aktinorhodin iiretimi i¢in en uygun
kosullarin 30 °C ve pH=6.30 oldugunu gostermistir. Bu kosullarda gergeklestirilen
calismalarda 96. saatte yaban susa gore Sco-pRA/on’un yaklasik 18-19 kat, Sco-
pSPGlon susunun da yaklasik 9 kat daha fazla spesifik aktivite sergiledigini
gostermistir. Bu ¢alismada, literatiirde daha 6nce aktinorodin iiretiminde yaban tipe
gore sirastyla yaklasik 34 kat (Sco-pRAlon) ve 25 kat (Sco-pSPGlon) artis gosterdigi
bildirilen rekombinant suslarla benzer liretim diizeylerine ulasilamamistir [Demir vd.,
2019; Yilmaz, 2019]. Farkli inokulum miktarlari, farkli kiiltiir hacmi gibi parametreler
yiliziinden bu degerlere ulasilmamis olabilir. Bu c¢alismada her iki parametredeki
degisikligin ikincil metabolit liretimini onemli 6l¢iide degistirdigi goriilmiistiir. Ancak
rekombinant suslarin belli kosullarda yaban sustan cok daha fazla aktinorhodin iirettigi

teyit edilmistir.

R2YE besiyerine gore daha kolay hazirlanan ve ucuz olan nisasta igeren ISP-4 besiyeri
kullanildiginda biitiin suslarin antibiyotik iirettigi renk degisimiyle goriildiigii halde,
standard antibiyotik 6l¢iim yontemine gore yapilan deneylerde, bu durum iiretim
sonuclarina yansimamistir (Sekil 7.16, Sekil 7.17). Olgiim sonuglari ile gdzlemler
arasindaki bu tutarsizlik, kullanilan spektrofotometrik protokoliin ISP-4 ortami igin
uygun olmamasina baglanmistir. Bunun kaniti olarak ISP-4 ortamindan alinan
orneklerin KOH ile bir gece inkiibasyon sonrasi santrifiij edilmesiyle pigmentin

coktiigii, gorsel olarak da belgelenmistir (Sekil 7.18). Bu durum, ortam bilesenlerinden
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bir ya da birkaginin aktinorhodin ile etkilesime girerek pigmentin ¢oziiniirliigiini

azaltabilecegini diislindiirmektedir.

Biitiin optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda SCO-pRAlon susunun yiiksek iiretici
oldugu tespit edildiginden ¢alisma sadece bu sus ile siirdiiriilmistiir. Kiiltiir hacmi iki
katina ¢ikarildiginda SCO-pRA/on susunun daha az antibiyotik tirettigi gozlenmistir.
Inokulum miktar1 optimizasyon deneylerinde ise Sco-pRA/on susu 1, 2, 3, 4 ve 5 kat
inokulum seviyelerinde test edilmistir. Bu ¢aligmalarda 1 kat inokulum ile ytiriitiilen
fermentasyon sonucunda tiretilen aktinorhodin miktari, 72. ve 96. saatlerde yliksek
inokulum denemeleriyle benzer diizeyde seyretmis, ancak 120. saatte diger tiim
gruplara kiyasla en az 10 kat daha yiiksek bulunmustur. Benzer sekilde, Manteca ve
digerleri (2008) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada da diisiik yogunlukta inokulum ile
baslatilan S. coelicolor kiiltiirlerinde antibiyotik iiretiminin baglangigta daha yavas
ilerledigi, ancak ilerleyen saatlerde yiiksek inokulum kosullarina gore daha fazla
antibiyotik birikimi saglandig1 bildirilmistir [Manteca vd., 2008]. Bu durum, Manteca
ve digerleri (2008) tarafindan diisiik yogunluklu inokulumlarin S. coelicolor’da misel
farklilasmasini ve antibiyotik iiretimiyle iligkili fizyolojik siirecleri etkiledigine dair
bulgularla da uyumludur [Manteca vd., 2008]. Bulgular birlikte degerlendirildiginde,
diisiik inokulum kosullarinin toplam antibiyotik verimini artirabilecegine isaret

etmektedir.

Calkalama hiz1 optimizasyonu deneylerinde ise Sco-pRA/on ile fermentasyonlar 180,
200 ve 220 rpm’de yiiriitiilmiistiir. Sonuglara gore, 200 rpm’de gergeklestirilen
fermentasyon, 96. saatte 180 rpm’deki fermentasyona gore yaklasik 8 kat daha yiiksek
antibiyotik tiretimi saglamistir. Bununla birlikte, 120. saatte 180 rpm’de yliriitiilen
fermentasyonda iiretilen antibiyotik miktart 200 rpm’dekini asmistir. 220 rpm’de
gerceklestirilen deney ise 96. saate kadar oldukca diisiik spesifik aktivite sergilemis,
96. saatten sonra artig gostermeye baslamis ancak 180 ve 200 rpm’de elde edilen
iretim seviyelerine ulasamamistir. Bu sonuglar, calkalama hizinin aerobik bir
organizma olan S. coelicolor tizerindeki olumlu etkilerini desteklerken, yiiksek
calkalama hizinda gozlemlenen pelet ve kiime olusumlarinin dagilmasina baglh
miselyum farklilasmasi ve sekonder metabolit iiretimi arasindaki iliski, Manteca ve
digerlerinin biyoreaktor ve laboratuvar siselerinde yiiriittiigii aktinorhodin iiretimi

caligmalarinda ortaya koyduklar1 c¢alkalama hizinin morfolojik gelisim siireclerine
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etkisi ve lizis ile aktinorhodin iiretim agamasi arasindaki iliskiye dayanan bulgulari ile

aciklanabilir niteliktedir [Manteca vd., 2019].

Fermentor olarak Eppendorf BioFlo 120 kullanildiginda, c¢oziinmiis oksijen
diizeylerinde dalgalanmalar ve ¢alkalama siddeti nedeniyle Sco-pRA/on misellerinin
pargalandig1 gozlenmis ve aktinorhodin {iretimi istenilen diizeye ulasamamistir. Bu
nedenle ayni parametrelerle calisma Applikon ez2-Control fermentoriinde tekrar
edilmis ve toplam 2 L hacim yerine 1,5 L ¢alisma hacmi ile optimum gaz degisimi ve
koptik kontrolii saglanmistir. Bu cihazda biiyiitiilen susun aktinorhodin iiretiminin
Erlenmeyer kosullarina kiyasla ¢ok daha az oldugu bulunmustur. Fermentorde
aktinorhodin tiretimi 120. saatte diisiik seviyede baslarken, 140. saatte yaklasik 4,5 kat
artis gostermistir ancak bu sirada dlgiilen yiiksek ¢oziinmiis oksijen diizeyi, hiicrelerin
hizla 6lim stirecine girdigini gostermektedir. Fermentasyon siiresince, 48. saatten
itibaren belirginlesen kopiik olusumu ve fermentdr ¢eperine yapisan pelet ve misel
kiimeleri, biyokiitlenin dagilimin1 ve morfolojik farkliliklar1 etkileyerek iiretim
parametrelerini degistirmistir. Ozellikle 72. saatte cekilen fotograflar, ceperde tutunan
bakterilerin kiiltiirden farkli sekilde biiyliyerek normalden farkli renklenme profili
olusturdugunu gostermistir (Sekil 7.25). Applikon cihazinda biiyiitilen susun
undesilprodigiosin iiretimi de Ol¢lilmiis ve Erlenmeyerde biiyiitiilen susa gore

fermentorde daha fazla liretim saglanmigstir.

Bu veriler, Streptomyces’lerin fermentor kosullarinda biiytitiilmeleri i¢in diger bakteri
gruplarindan daha fazla optimizasyona gereksinim duyduklarini gostermektedir.
Kompleks yasam dongiileri ve ikincil metabolit {iretimi i¢in pellet ve topaklanma
olusumunun kritik derecede Onemli olmasi gibi detaylar bu bakteri grubunun
fermentor ortamindaki optimizasyonunu zorlagtirmaktadir. Bu bakterilerin yiiksek
oksijen gereksinimleri ve ikincil metabolit liretimi agisindan biyoreaktor kosullarina
duyarliliklar, tiretim dinamiklerinin hacim, ¢éziinmiis oksijen, kopiik olusumu ve
morfolojik  degisimler gibi fiziksel faktorlerden dogrudan etkilendigini
gostermektedir. Rioseras ve digerlerinin yaptig1 calismada, kopilik engelleyici
eklenmeden biyoreaktorde gerceklestirilen fermentasyon sonucunda fizyolojik
farklilagsmalar sebebi ile undesilprodigiosin ve aktinorhodin tiretiminin biyoreaktdérde
daha erken baslamasina ragmen, toplam iiretim diizeylerinin laboratuvar siselerine
kiyasla belirgin sekilde diisiik kaldig1 bildirilmistir [Rioseras vd., 2014]. Bu fizyolojik

farklilig1 6nlemeye yonelik kopiik Onleyici eklenmesi iizerine pelet biitlinliigliniin
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korundugu ve hiicre i¢i protein miktarmin arttigi ve undesilprodigiosin iiretimi
artarken, aktinorhodin tiretiminin sinirlt kalmaya devam ettigi bildirilmistir [Rioseras
vd., 2014]. Bu calismada eklenilen kopiik 6nleyiciye ragmen kopiik olusumu ¢ok fazla
engellenemedi ve iiretim de Erlenmeyer ile ulasilan degerin altinda kaldi. Her ne kadar
fermentdrde hedeflenen verime ulasilamasa da S. coelicolor yaban susa gore yiiksek
diizeyde aktinorhodin iireten Sco-pRA/on susunun biiyiik 6l¢ekli aktinorhodin iiretimi
icin potansiyeli bulunmaktadir. Ancak, fermentasyon parametrelerinin tek tek
optimize edildigi, 6zellikle karistirma hizi, oksijen konsantrasyonu ve pH gibi
degiskenlerin optimizasyonunu iceren ¢aligmalarin yaninda morfolojik degisiklikler,
hiicresel farklilasma ve sekonder metabolit liretimi arasindaki iligkilerin sistematik
bicimde incelenmesini de kapsayan bir caligmaya ihtiya¢ duyuldugu sonucuna

varilmstir.

Calismanin  devaminda aktinorhodinin kiiltlir ~ortamindan fiziksel yollarla
ayristirllmasina yonelik bir yontem uygulanmis ve optimizasyonu yapilmistir.
Pigment, pH farki yardimiyla besiyerinden coktiiriilerek ayrilmis; asidik ortamda
farkli siirelerde inkiibasyona tabi tutulmustur. Dordiincii saatten itibaren g¢okelti
miktarinda belirgin bir degisiklik gozlenmezken, absorbans degerlerinde diisiis
saptanmistir. Bu durum, uzun siireli inkiibasyonlarda ¢ozeltideki diger bilesenlerin de
cokelmesine ya da aktinorhodinin stabilitesinin bozulmasina baglanmistir. Literatiirde
verilen bilgilerde aktinorhodinin sicaklik ve 1s18a nispeten direncli olmasina ragmen
diisiik pH’ye karst hassas oldugu belirtilmistir [Lu vd., 2002]. Yapilan ¢alismada
aktinorhodin 1s1 ve 1s1ga karsi korunmus ancak asidik ortamda gercgeklestirlen
izolasyon islemi nedeni ile stabilitesinin bozuldugu goriilmiistiir. Bu nedenle, optimum

inkiibasyon siiresinin 2—4 saat araliinda oldugu belirlenmistir.

Elde edilen aktinorhodin, kumas boyasi olarak kullanilmak iizere denenmis ve
pigmentin sabitlenmesi i¢in farkli cozeltiler test edilmistir. Aktinorhodinin pH
duyarlilig1 nedeniyle sabitleme ¢ozeltisine bagl olarak farkli renk tonlarinda boyama
elde edilmistir. Ayrica mordant ¢ozeltileri pigmentin karakteristik renginden saparak
(asidik ortamda kirmizi-pembe, bazik ortamda mavi-mor) farkli renklenme (grimsi
tonlar) olusturmustur. Yapilan boyama ve sabitleme ¢aligmalart net olarak
Olclilememis olsa da, gozlemler 72 saat boyada bekletilen ve asetik asit ile sabitleme
yapildiktan sonra ikinci kez boyanan kumas pargasinin daha iyi renklendigini

gostermistir (Sekil 7.28).

62



Mikrobiyal pigmentlerin tekstil boyamaciliginda kullanilabilirligine iliskin ¢caligmalar
giderek artmaktadir [Che ve Yang, 2022; Lara vd., 2022]. Bu baglamda aktinorhodin,
bakteriyel kaynakli bir dogal pigment olarak dikkat c¢ekmektedir. Daha Once
aktinorhodinin tekstil boyamada kullanilabilirligi, American Society for Microbiology
(ASM) tarafindan yayimlanan “Bacterial Dyes in Fashion” baglikli calismada
bildirilmistir. Ancak s6z konusu ¢aligmada bu tezdeki gibi dogrudan bir boyama islemi
uygulanmamistir. ASM’de yer alan ¢alismada S. coelicolor dogrudan kumas parcalari
tizerinde kiiltiirlenmis ve bakterinin biliylimesi sirasinda salgiladigi aktinorhodin,

kumasta yerel renklenmeler olusturmustur (Sekil 4.1) [ASM, 2017].

Bu tez kapsaminda gerceklestirilen ¢alismalarda ise kumas lizerine dogrudan bakteri
kiiltiiri  yapilmamis; bunun yerine aktinorhodin besiyerinden ayristirilarak
kullanilmistir. Bu yaklagim, hem laboratuvar kokenli bakterilerin dogaya yayilim
riskini ortadan kaldirmakta hem de sivi1 kiiltiirde biiytik 6l¢ekli aktinorhodin liretimiyle
boyar madde izolasyonuna olanak tanimaktadir. Bdylece pigmentin endiistriyel
Olcekte giivenli ve siirdiiriilebilir bicimde kullanilmasina yonelik bir yontem
onerilmektedir. Bildigimiz kadartyla yontemi bu sekilde uygulayarak aktinorhodini
boyar madde olarak kullanan baska bir bilimsel kaynak yoktur. Bununla birlikte,
ASM’deki ¢aligmadan ilham alinarak Ginkgo Bioworks biinyesindeki tasarimci Natsai
Audrey Chieza tarafindan yiiriitiilen Project Coelicolor projesinde aktinorhodin
kullanilarak ¢esitli kumas boyamalar1 yapilmistir [ASM, 2017; Chieza & Ginkgo
Bioworks]. Chieza, moda endiistrisinde kimyasal ve su tiiketimini azaltmayi
hedefleyerek gerceklestirdigi bu caligmalarda, 6zellikle ipek gibi ince tekstil lifleri
tizerinde neredeyse hi¢ su ve kimyasal madde kullanmadan renkli desenler elde

etmistir [Design Indaba; Bacterial Dyes in Fashion].

Bu tiir yaklasimlar yalnizca aktinorhodin icin degil, benzer sekilde indigoidine,
violacein veya prodigiosin gibi diger bakteriyel pigmentlerin tekstil boyamaciliginda
kullanimina y6nelik siirdiiriilebilir tasarimlar i¢in de ilham kaynag1 olmaktadir. Ancak
bu caligmalara ait deneysel detaylar ve boyama protokollerine iliskin veriler literatiirde

stnirhidir [ASM, 2017; Taher vd., 2020; Chieza & Ginkgo Bioworks].

Tez kapsaminda elde edilen bulgular, aktinorhodin’in tekstil boyasi olarak yiiksek
potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, pigment kaybinin

azaltilmasi, renk stabilitesinin artirilmasi ve izolasyon veriminin gelistirilmesi igin
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saflagtirma yOntemlerinin optimize edilmesi ve bu alandaki tekstil uygulamalarinin

derinlestirilmesi onerilmektedir.
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