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Onur Sozi

Yiksek Lisans olarak sundugum "Vitreoscilla Hemoglobin Geninin Erwinia
herbicola’ya Klonlanmasi ve L-DOPA Uretimi Uzerine Etkisi" baslikli bu ¢alismanin
bilimsel ahlak ve gelencklere aykiri diisecek bir yardima bagvurmaksizin tarafimdan
yazildigim1 ve yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem metin i¢cinde hem de kaynakca
yontemine uygun bicimde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunun onurumla

dogrularim.

Emel AYTAN



OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Vitreoscilla HEMOGLOBIN GENININ Erwinia herbicola’YA KLONLANMASI
VE L-DOPA URETIMI UZERINE ETKISi

Emel AYTAN

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstittusi

Biyoloji Anabilim Dal1

83 + ix sayfa
2009
Danisman: Dog. Dr. Hikmet GECKIL

Yabanci organizmadaki faydali etkisi iyi sekilde belirlenmis olan Vitreoscilla
hemoglobinin (VHb) Erwinia herbicola’da L-DOPA ve dopamin iiretimi iizerindeki etkisi
arastirilmistir. VHb geni (vgb™) tastyan rekombinantin sitoplazmik L-DOPA seviyesi (97
mg L' ) konakeisindan (33.8 mg L") ve vgb™ kontrol susundan ( 35.8 mg L") oldukca
yiiksek kaydedilmistir. Ayrica, E. herbicola vgb™ rekombinantinin dopamin seviyesi
konakgisindan yaklasik 100 kat daha fazla bulunmustur. L-DOPA ve dopaminin en yiiksek
seviyelerde L- tirozin eklenen zengin kiiltiir ortamimin ileri kiiltiir fazda (24 saat)
gbzlemlenmistir. Benzer sekilde, tirozin fenol liyaz aktivitesi de en yiiksek seviyede ayni
kiiltiir fazinda belirlenmistir. Bu enzimin aktivitesinin sitoplazmik L-DOPA ile iliskili
oldugu saptanmistir. E. herbicola vgb™ susunun yiiksek tirozin fenol liyaz aktivitesi ileri

kiltlir fazinda goriilmiistiir.

ANAHTAR KELIMELER: L-DOPA, Dopamin, Tirozin, Tirozin fenol liyaz, Tirozin

Dekarboksilaz, Parkinson hastaligi, Katekolamin.



ABSTRACT
Master Thesis

Cloning of Vitreoscilla Hemoglobin in Erwinia herbicola and Its Effect on L-DOPA

Production

EMEL AYTAN

Inonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Institute of Natural Sciences

83+ ix pp
2009
Supervisor: Hikmet GECKIL, Associate Professor

Given the well-established beneficial effects of Vitreoscilla hemoglobin (VHb) on
heterologous organisms, the potential of this protein for the production of L-DOPA and
dopamine in Erwinia herbicola, was investigated. The constructed recombinant bearing the
VHb gene (vgh™) had substantially higher levels of cytoplasmic L-DOPA ( 97 mg L' for
E. herbicola) than its respective host (33.8 mg L) and the vgb control strain ( 35.8 mg L°
Y. Further, the vgb* recombinants E. herbicola had about two orders of magnitude higher
dopamine level than its host. The highest L-DOPA and dopamine levels were observed in
post-stationary growth phase (24 h) of cultivation in nutrient rich medium supplemented
with L-tyrosine. Similarly, TPL activity was also highest in the same cultures. The activity
of tyrosine phenol-lyase, the enzyme converting L-tyrosine to L-DOPA, was well-
correlated to cytoplasmic L-DOPA levels. As cultures aged, higher tyrosine phenol-lyase

activity of the vgb™ strains was more apparent.

KEY WORDS: L-DOPA, Dopamine, Tyrosine, Tyrosine phenol lyase, Tyrosine

Decarboxylase, Parkinson disease, Catecholamine.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

L-DOPA 3,4- dihidroksi fenil alanin
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LB Luria-Bertani
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1. GIRIS

Dogada milyonlarca canli tiirii bulunmasina ragmen, bu ¢esitlilik icinde canlilar
arasinda ortak yap1 ve karakterler mevcuttur. Mikroorganizmalar insanlarin sahip
oldugu bircok gene sahip olmalarmmin yani sira bizde olmayan bazi genleri de
barindirirlar. “Mikroorganizma” terimi bakteri, fungus, alg ve hatta protozoalar1 da
iceren mikro boyutlardaki genis yelpazede birgcok canliyr tanimlamak igin
kullanilmaktadir. Bakteriler bunlar arasinda ve hatta tim canlilar arasinda yerkiire
tizerinde en ¢ok sayi, ¢esit ve kiitlede bulunan mikroorganizmalardir. Yapilan
calismalar, diinyamizda 10'-10° kadar farkli bakteri tiiriiniin olabilecegini
gostermektedir. Bu da onlarin gen cesitliliginde o6nemli bir artis oldugunun
gostergesidir. Ancak, kompleks ekolojik komiinitelerde bulunan bu bakterilerin sadece
yaklagik % 0.00001 kadar1 laboratuar ortaminda kiiltiire alinabilmektedir. Bdyle
ortamlardaki tiim mikroorganimalardan topluca izole edilen DNA’nin laboratur
ortaminda cogalabilen bakterilere klonlanmasi ile, bdyle kompleks komiinitelerdeki
mikroorganizmalarin ne tiir genlere sahip olduklar1 ve onlarin gen {iirlinlerinin muhtemel
biyoteknolojik potansiyelleri belirlenebilir. Bu amaci giiden ve son yillarda ortaya
c¢tkmis olan arastirma alani “metagenomik™ olarak adlandirilmaktadir. Metagenomik
caligmalarla belki de insanoglunun heniiz kesfedemedigi mikrobiyal genler ve iiriinler
belirlenebilecek ve bunlarin endiistri, saglik ve diger bir¢cok alandaki potansiyelleri
ortaya konacaktir. Son yillarda bilim adamlari, ¢esitli mikroorganizmal orijinli protein
ve metabolitlerin insanligin gelecegini etkileyecek gelisimler arasinda olabileceklerini
ileri stirmiislerdir. Bu gelismelerin yasama gecirilmesiyle insan sagligindan tarima,
kimya miihendisliginden cevre korumaya, gida iiretiminden enerji sektoriine kadar
yasamin her alaninda mikro Slgekli organizmalardan makro olgekde iiriinlerin eldesi
miimkiin olacaktir. Giiniimiizde bakteri ve fungus biyoteknolojisi ilagtan yakita bircok
maddenin biiyiik 6l¢eklerde iiretilmesine imkan tanisa da, bu yonelimin artarak devam
edecegi diisiiniilmektedir. Aslinda endiistrinin hemen her alaninda kullanilan enzimler
genellikle mikroorganizma kaynaklidir. Bunun 6nemli nedenlerinden biri, bu canlilarin
(0zellikle bakterilerin) nispeten ucuz substratlarla da cogalabilme 0Ozelligine sahip
olmalaridir. Bakteriler tiim canlilar igerisinde en yiiksek {ireme orani ve en diisiik
jenerasyon siirelerine sahip olmalar1 ve diger canlilar gibi logaritmik bir ¢ogalma
gostermelerinden dolay1 uygun besi ortamlarinda biiytik kiitlelere ulasabilirler. Yapilan
hesaplamalar Escherichia coli gibi laboratuarlarda yaygin kullanilan ve uygun besin

ortaminda ¢ogaltilan bir bakterinin her 20 dakika da bir boliinebilecegini ve dolayisi ile



24 saate 72 jenerasyon gecirebilecegini gostermistir. Eger bakteri bu hizla 24 saat
boyunca ¢ogalabilseydi, tek hiicresi yaklasik 10" g olan E. coli 1 giinde yerkiirenin
toplam kiitlesinden daha biiyiik bir kiitleye ulasacakti. Ancak, bulunduklar1 ortamdaki
besin kisitlamasindan dolayr hicbir bakteri bu sekilde ¢ogalmaya devam edemez ve
ortam besini tiikendiginde bakteriler de cogu zaman ortadan kalkarlar.

Genetik miihendislik alaninda yakin zamanda gelistirilen teknikler antibiyotik,
hormon, as1 gibi yararl {iriinlerin genis 6l¢ekte {iretilmesini miimkiin kilmistir. Cesitli
endistrilerde yiliksek kullanim potansiyeli olan bir¢ok {iirlin rekombinant teknikler
kullanilarak elde edilmektedir. Bakterilerin bu yondeki kullanim potansiyelleri onlara
sadece heterolog bir gen aktarilmasi ile sinirl degildir. Bakterilerde dogal olarak isleyen
metabolik semaya ek olarak bazi durumlarda bakteriler genetik olarak kismen modifiye
edilir ve amaca uygun yeni bir iiretim semas1 elde edilebilir. Ozellikle bakterilerin
bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglar i¢in temel kaynaklar olmasi ve genetik
miithendislik ¢alismalarinin hizla gelismesi etkin ilag liretimi i¢in yeni ¢Ozlimleri
beraberinde getirmistir.

Oldukga kiiclik bir anaerobik bakteri grubu hari¢, organizmalarin bir¢ogu i¢in
oksijen hayati bir 6nem tasimaktadir. Oksijen, organizmalarin enerjilerinin (ATP)
blyiik kismini1 sagladiklar1 oksidatif fosforilasyon olaymnin gergeklesmesin de
kullanilmasimin yani sira bir¢ok enzim tarafindan substrat olarak da kullanilmaktadir.
Aromatik halkaya sahip zararli bilesiklerin yikilmasindan, reaktif oksijen tiirlerine ve
hiicredeki diger bircok dogal metabolik reaksiyona kadar bircok enzim oksijeni
kullanarak  bu  bilesiklerin ~ metabolizmasin1t  gergeklestirmektedir.  Bir¢ok
mikroorganizma i¢in ortam oksijen dalgalanmalar1 lireme ve ¢ogalma igin belirleyici rol
oynar. Oksijen konsantrasyonu belli sinirlar altina diistiigli zaman, biitiin hiicrelerin
fizyolojik ve metabolik aktivitelerinde dnemli degisimler olurken, ¢ogu zaman hiicre
biiylimesi durmakta ve hiicre parcalanmasi gergeklesmektedir.

2000’leri geriye birakmaya basladigimiz yillarda ortalama insan Omriiniin
artmasina paralel olarak ileri yaslara 6zgili hastaliklar olan ‘“nérodejeneratif” olarak
adlandirilan hastaliklar grubunda bir artis gozlenmistir. Norodejeneratif hastaliklar,
yalniz hastalar ve onlara bakmakla yiikiimlii yakinlarmin yasam kalitesini diistirmekle
kalmamakta, ayni zamanda aile ve iilke ekonomisine giderek artan bir yiik
olusturmaktadir.

20. yiizy1l baglarinda 60 yas ve tistii niifus toplam diinya niifusunun yiizde 4’iinii
olustururken, yeni ylizyllda 65 yas istii niifusun yilizde 17’leri bulacagi tahmin

edilmektedir. Dolayis1 ile yaslanma ile ortaya ¢ikan hastaliklarin erken teshis ve
2



tedavisinin Onemi ortaya c¢ikmaktadir. Ilerleyen yasla goriilen norodejeneratif
hastaliklarin en 6nemlileri demansin yani bunamanin en sik goriilen ve 6zgiin bir ¢esidi
olan “Alzheimer Hastalig1” ve hareketlerde yavaslama ve ellerde titremeyle giden
“Parkinson Hastalig1”dur.

Son yillarda bu hastaliklar iizerine yapilan ¢aligmalar sonunda bu tip hastaliklarin
yaslihigin bir kaderi olmadigi, erken tan1 ve etkin tedaviyle en azindan hastaliklarin
ilerlemesinin durdurulup, temel hedef olan hasta ve yakinlarinin yasam kalitesinin
arttirtlabilecegi ortaya konmustur. L-DOPA’nin Parkinson Hastaligi’'nda temel ilag
olarak kullanilmasi ve dopaminin kan basincini ve kardiyak verimini artirmak amaciyla
kullanilmas1 bu bilesiklere olan ilgiyi arttirmistir.

Vitreoscilla hemoglobini (VHb) bakteriyel orijinli bir hemoglobin olup,
prokaryotik hemoglobindir. VHb geni (vgbh) klonlanmig tiim heterolog (yabanci)
organizmalarda bu proteinin organizmalar {lizerinde pozitif etkisi oldugu belirlenmistir.
Bu etkinin 6zellikle belli oksijen seviyesi gerektiren proseslerde daha gozle goriliir
oldugu belirlenmistir. VHb’nin organizma {izerindeki ve iriin liretimindeki etkisi en
acik sekilde diisiik oksijen konsantrasyonlarinda goriilmektedir.

Endiistriyel agidan onemli fermentatif iirinler olan L-DOPA ve dopaminin
vgb/VHDb sistemini igeren rekombinant mikroorganizmalar kullanilarak mikrobial
iiretimi ilk kez bu caligmada arastirilmistir. Ortam oksijenini tamponlamadaki rolii ve
onu kiiltiiriin ileri fazlarinda membran transferazlarina aktararak yasli hiicrelerin daha
iyi bir solunum, biiylime ve ¢ogalma karakteristigi saglayan VHb/vgb sisteminin, bu
amag¢ icin Onemli avantaj sagladigi kanmisindayiz. Erwinia herbicola (NRRL B-
3466)’nin  ve vgh ve vgb tasiyan vektorleri klonlanarak elde edilmis
rekombinantlarinin degisik kiiltiir kosullar1 ve fazlarinda L-DOPA ve dopamin
iretiminin nasil oldugu ve VHb’nin buna etkisi belirlenmistir. Bu ¢aligma kapsamindaki
baslica hedefimiz bakterilerin hiicre i¢ine ve ortama saldiklari L-DOPA ve dopamin
miktarlarinin nasil ve ne seviyede olduklarinin belirlenmesidir.

Bu boliimde bakteriyel olarak L-DOPA ve dopamin sentezi, sentezde kullanilan
onciil molekiiller ve enzimlerin énemleri, L-DOPA ve dopaminin ilag olarak kullanimi

hakkinda bilgi verilmistir.



1.1. L-DOPA

L-DOPA (3,4-dihidroksi-L-fenilalanin), 1700 kisiden birinin yakalandig
onemli bir norodejenaratif hastalik olan Parkinson hastaliginin ve miyokardiyumu (kalp
kas1) izleyen ndrojenik yaralanmanin tedavisinde temel ilag olarak kullanilir (Sekil 1.1).
L-DOPA, adrenal medullada ve beyinde ftirozin hidroksilazin (TOH) tirozini
hidroksilemesi sonucu olugsmaktadir. Ayrica L-DOPA ndorotransmiter ve hormonlar gibi
onemli biyolojik fonksiyonu olan katekolaminlerin (dopamin, norepinefrin ve epinefrin)
biyosentezinde dnemli bir dnciildiir [1, 2].

Ik kez 1911 yilinda Visia faba (bakla) tohumlarinda izole edilen L-DOPA’nin
biyolojik olarak inaktif oldugu ileri siiriilmiistiir. Daha sonra bir¢cok arastirmaci
tarafindan bu maddenin Mucana pruriens tohumlarinda dogal olarak sentezlendigi
belirlenmistir [3-5].

1938’de L-DOPA dekarboksilaz (DDC) enziminin kesfi ile L-DOPA’ya olan ilgi
yeniden artmistir. Bu enzim, insan ve hayvan viicudunda L-DOPA’nin enzimatik olarak
dopamine doniisiimiinii katalizlemektedir [6]. 1950’1i yillarda Arvid Carlsson Parkinson
hastaligina benzer semptomlar gosteren farelerde ila¢ olarak L-DOPA’y1 kullanmig, bu
semptomlarin azaldigim1 saptamis ve bu bulusu ile benzer konularda arastirmalari olan
Paul Greengard ve Eric Kandel ile birlikte “sinir sisteminde sinyal iletimi”
konusundaki kesif i¢in 2000 Nobel Tip Odiilii almaya hak kazanmustir [7]. 1968’de
William Knowless rodyum ile kiral fosfinler kullanarak asimetrik hidrojenasyonla L-
DOPA sentezini gergeklestirmistir. Bu ¢alisma da 2001 yilinda Nobel Kimya Odiilii'ne
layik gorilmiistiir [8]. Dopaminden farkli olarak, L-DOPA’daki kirallik onun segici
olarak kan-beyin bariyerini gecerek beyne ge¢mesini miimkiin kilmaktadir. Bu yilizden
L-DOPA 1961°den itibaren Parkinson hastalariin tedavisinde en etkili ilag olarak
kullanilagelmistir [9].

Son yillarda, dopamin onciilii olmasina ek olarak L-DOPA’nin merkezi sinir

sisteminde ndromodulatér veya norotransmiter olarak da rol aldigi rapor edilmistir [10,

11].
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1.2. DOPAMIN

Dopamin, memeli merkezi sinir sistemi norotransmitterleri olan norepinefrin ve
epinefrin hormonlarinin onciiliidiir [12]. Dopamin, dopa dekarboksilaz (DDC; aromatik
L-amino asit dekarboksilaz, EC 4.1.1.28) enzimi aracilign ile L-DOPA’dan
sentezlenmektedir. Bu madde akut dolasim yetersizligi ve hipotansiyon tedavisi i¢in bir
kardiyo-stimulant olarak terapétik kullanima sahiptir [13]. Ayrica kardiyak verimi ve
kan basincini artirmadaki 6zelliginden dolay1 nérodejeneratif hastaliklar basta olmak
lizere cesitli hastaliklarda terapdtik etkisinin oldugu bilinmektedir [14]. Dopamin
viicuda enjekte edildiginde muhtemelen spesifik dopaminerjik reseptorlere baglanarak
renal ve mezenterail vasodilasyon olusturmaktadir. Dopamin vazokonstriksiyonda rol
oynadig1 gibi Bi-adrenerjik reseptorler iizerinde etki gostererek kalp tizerinde pozitif bir
inotropi olusturmaktadir. Bu yonii ile dopaminin travmatik ve kardiyojenik sok

tedavisinde uygulamasi bulunmaktadir [15].

H
:j@/\ll\"'lz Sekil 1.2. Dopamin.
H

Norotransmitterler, beyinde iki néron arasinda veya nodron ile hiicre arasinda
elektriksel sinyallerin iletimi saglayan kimyasallardir. Sinyal iletiminde gorev yapan
Oonemli bir norotransmitter olan dopamin, beyinde noron hiicreleri tarafindan
sentezlenmektedir. Dopamin, noronla diger hiicrenin olusturdugu sinaps bolgesinde
presinaptik ndron icerisinde sentezlendikten sonra vezikiillerde birikmektedir. Iyon
aksiyon mekanizmasi ile bu vezikiiller sinaptik aralifa dogru ilerlemekte ve vezikiil ile
presinaptik membran Dbirlesince dopamin vezikiil i¢inden sinaptik bosluga
salinmaktadir. Yani, sinaptik boslukta dopamin postsinaptik membranda (hedef hiicre
membraninda) bulunan dopamin reseptorlerine baglanarak ve bu hiicreye spesifik
sinyali iletmektedir. Dopaminin bir kisim sinaptik aralikta katekol-o-metil transferaz
(COMT) tarafindan homovalinik asite (HVA) yikilabilir diger kisimi ise geri alim
mekanizmas1 ile presinaptik nodrona tekrar almip burada bir vezikill i¢inde
stoklanmaktadir. Ayrica, geriye alinan bu dopaminin bir kismi monoamin oksidaz
(MAO) enzimi tarafindan yine homovalinik asite (HVA) yikilmaktadir [15, 16].

Dopaminin diger bir 6zelligi hipotalamus tarafindan salinan bir nérohormon
olmasidir. Dopaminin hormon olarak goérevi hipofizin 6n lobu tarafindan salinan ve

prolaktin adi verilen siit {iretici hormonun salinimini inhibe etmesidir. Prolaktin fazla



salininca adenom denilen kitleler olugsmakta ve bu adenomlarin ¢evresindeki dokulara

zarar verdigi bilinmektedir [15, 16].
1.3. L-DOPA ve Dopaminin Bakteriyel Sentezi

Terapdtik agidan oldukga 6nemli olan L-DOPA ve dopaminin bakteriyel sentezi
iki agsamada gergeklesmektedir. Birinci asamada tirozin, katekol gibi substratlardan L-
DOPA sentezlenirken, ikinci agamada ise L-DOPA’dan dopamin sentezlenmektedir.

Birinci basamaginda cesitli substratlardan L-DOPA olusumunu katalizleyen
tirozin fenol liyaz (TPL, EC 4.1.99.2) ve ikinci basamagi olan L-DOPA’dan dopamin
olusumunu katalizleyen dopa dekarboksilaz (DDC, EC 4.1.1.28) enzimleri farklh
bakterilerde ¢alisildig1 rapor edilmistir. Yapilan caligmalarda L-DOPA sentezi i¢in bir
bakteriye ihtiya¢ duyulurken, L-DOPA’dan dopamin sentezi i¢in bagka bir bakteriye
gereksinim duyulmustur. Arastirmacilar bu 2 asamay1 es zamanli olarak baglatip ardi
ardina tepkimeleri gerceklestirdiklerinde {iretkenligin asamalar ayr1 yapildigindaki
tiretkenlikten daha diisiik oldugunu gézlemlemislerdir [17, 18].

L-DOPA ve dopaminin diger bir olusum mekanizmasi ise pentoz fosfat yolunun
tirozin amino asiti ile baglayan metabolik siirecinde goriilmektedir. Tirozin hidroksilaz
(TH) enzimi tirozinin aromatik halkasina hidroksil grubu (OH) ekleyerek katekolaminin
ilk basamagi olan L-DOPA sentezini baslatmakta ve L-DOPA aromatik L-amino asit

dekarboksilaz enziminin dekarboksilasyonu ile dopamine doniigsmektedir [19] .
1.3.1. L-DOPA Sentezi

Bakteriyel bir enzim olan tirozin fenol liyaz (TPL, EC 4.1.99.2) aracilig1 ile L-
tirozin L-DOPA’ya doniistiiriiliir. TPL enzimi normalde L-tirozinden fenol, amonyak ve

piriivat olusumunu katalizlemektedir (Sekil 1.3).

CH;—CH—COOH
/O/ NH, IPL, CH;~C—COOH + NH, +
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Sekil 1.3. L-tirozinin TPL enzimi ile piriivat, amonyak ve fenole
dontstiirilmesi.

Ortama katekol ilavesi yapildiginda fenol ile katekol yer degistirerek TPL
enzimi aracilifi ile katekol, amonyak ve piriivattan L-DOPA olusumunu saglamaktadir

(Sekil 1.4).
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Sekil 1. 4. Yukaridaki reaksiyonda fenol yerine katekol ilavesi ile yine TPL
enzimi ile L-DOPA’nin yapimi.

Dopamin ise tek bir enzimatik basmakta (L-DOPA dekarboksilaz enzimi

yardimu ile) L-DOPA’dan yapilir (Sekil 1.5).

_ CH— H _ CH—
H CH;~CH—COO bpC H CH,;—~CH—NH,

NH, +HO — +CO,
H HO

Sekil 1.5. L-DOPA’dan dopamini olusumu
1.3.1.1. Tirozin Fenol Liyaz Enzimi

L-DOPA titreme, sertlik, konugsma yavaslig1 ve sonunda akil hastaligina neden
olan dejeneratif bir beyin hastalifi olarak da bilinen Parkinson hastaligimnin tedavisinde
kullanilmaktadir [20]. Her y1l yaklasik 250 ton L-DOPA elde edildigi ve bunun yaklasik
olarak yarisinin tirozin fenol liyazin Kkatalizledigi enzimatik metotla olusturuldugu
bildirilmektedir [21].

[-tirozinaz olarak bilinen ve tirozin ile indiiklenen tirozin fenol liyaz (TPL, EC
4.1.99.2) enzimi geri donlisimli olarak o,B-yikim, B-degisim ve rasemik gibi multi
fonksiyonel reaksiyonlar1 katalizleyen bir enzimdir [22, 23]. L-aminoasitler ile o,f-
eliminasyon, B-degisim fonksiyonu ile girdigi reaksiyonda amino asitlerin B-karbonlarin
bagli bulundugu —OH, -SH, fenol gibi fonksiyonel grublarin sabit kalmasini
saglamaktadir [20, 24]. Ayrica TPL enzimi aromatik bir amino asit olan tirozini a,-
eliminasyonu ile piriivat, amonyak ve fenol olusturmak i¢in katalizlemektedir. Bunu
gerceklestirebilmek ic¢in piridoksal fosfata ihtiya¢ duymaktadir. Boylece bakterilere
karbon ve nitrojen kaynagi olarak L-tirozinden faydalanma olanagi saglamaktadir. Bu
reaksiyon geri doniigiimliidiir ve katekol fenol ile yer degistirdigi zaman L-DOPA
tiretilmektedir [25-27].

Mikroorganizmalar arasinda L-tirozini fenol, piriivat ve amonyaga doniistiiren
ve TPL tarafindan katalizlenen reaksiyon FEnterobacteriaceae familyasina ait bir
Ozelliktir [28]. Bununla birlikte, Symbiobacterium tiirlerinde de bu ¢esit bir reaksiyona
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rastlanildigr belirtilmistir. Symbiobacterium sp. SC—1 bakterisinden izole edilen TPL
enziminin ylksek konsantrasyonlarda toksik etki gosteren katekoliin varliginda kararl
kaldig1 belirlenmistir. Bu nedenle bu enzimin katekol, piriivat ve amonyaktan L-DOPA
olusumu i¢in avantaj saglayacagi bildirilmistir [29-31].

TPL enzimi L-tirozin ile indiiklenirken, katobolit baskilanmaya maruz kalmig
hiicrelerde inhibe olmaktadir [32]. TPL, aminotransferaz ailesine ait PLP-bagimli bir
enzim (B6 enzimi) olup L-tirozinin B-eliminasyon reaksiyonunu katalizlemektedir.
Monovalent katyonlarm (NH4", K', Rb’, Cs") olmadig1 ortamlarda enzim aktivitesi
goriilmezken, Na' enzimi inhibe etmektedir. Bircok PLP-bagimli enzim normal
reaksiyonun yaninda yan grup transaminasyon reaksiyonlar1 da gerceklestirmektedirler.
Yani, bu enzimler bir substrattaki amino grubunu ko-enzime baglayarak piroksidamin
fosfat ve bir keto asit olusumunu saglamaktadirlar [33]. TPL enzimi, dort aym alt
tiniteden yapilmis olup (homotetramer), alt iinitelerin her birinin molekiiler kiitlesi
yaklasik 50 kDa’dur. Her alt {initeye transaminasyon reaksiyonunda gorev yapan bir ko-
enzim olan 1 adet piridoksal 5°’- fosfat (PLP) bagli bulunmaktadir. Diger PLP bagimli
enzimlerin tersine TPL aktivitesi pH 6.0 ve 9.0 arasinda onemli bir degisiklik

gostermemektedir [34].

1.3.1.1.1. Tirozin Fenol Liyaz Enziminin Geni (7pl)

TPL enziminin sentezinin diizenlenmesi c¢esitli biyokimyasal ve genetik
calismalarda aragtinlmigtir. Bu enzim sentezi L-tirozin ile indiiklenirken katobolit
baskilanmaya maruz kalmis hiicrelerde inhibe olmaktadir [32]. Erwinia herbicola ile
yapilan ¢alismalarda tpl promotorunun hem cAMP reseptor proteini (CRP) hemde TyrR
proteini tarafindan diizenlendigi kamitlanmistir [35]. Ozellikle E. coli’de TyrR’nm
aromatik amino asitlerin biyosentezinde ve taginmasinda rol alan proteinlerin genlerini
diizenlendigi bilinmektedir [36-38]. E. coli’de tpl’-‘lac promotor modelinde bu yapisal
geninin akis-yukari (upstream) bolgesinde (Sekil 1.6) TyrR baglanma bdlgesi ii¢
kisimdan olusmaktadir. Konsensus dizisi TGTAAANGTTTACA olup TyrR kutusu
olarak adlandirilmaktadir [37]. Tpl geninin transkripsiyonun baglama bdlgesine olan
uzakliklar1 A, B ve C kutular1 olup bu uzaklik sirasiyla -313.5, -200.5 ve -85.5 oldugu
saptanmistir. CRP’nin konsensus dizisi AAATGTGATCT/AGATCACATTT olup 7yrR
A ve B kutular1 arasinda yer almaktadir [38, 39]. Tp/ promotorunun aktivasyonunda
konakg1 entegrasyon faktorii (IHF) ile cAMP reseptor proteini (CRP) rol almaktadir.

Tpl promotoru upstream bolgesinin DNA’ya baglanan kisminda bu iki protein TyrR
8



dimerinin oligomerizasyonunu saglamaktadir. Yiiksek miktarlarda TyrR proteini o

RNA polimerazin 7pl promotoruna baglanmasini kolaylastirmakta ve bdylece bu genin

(tpl) transkripsiyonunu artirmaktadir [39].

300

EcoRI
CCEGAATTOTAACTCACTGAAGCAAATAGCAAACTCTGAAA
>
A ] e TRDY
CAACGCCGTIETITGTACACTTITGCTTI TACACT TTTIAGTGATGTGAATCACA!
* ’2“ 200
ST CRP2
AATATAAATCCGTGAAGTGATCCGACTCTCACAAAATGCGGGGTGTACTCAT
b =
B -150 3
TCAGCAATACAGTATGAGCACAGACTGGAAAGTTAAGTTTTCAGTATTTC
£ b
-100 4

CCCTCTCCACGGGGGCACCATCGCAAATGGCAAATCAACACGCAANEENSN

30 C
GCGGTAAAAAAATGACGTGTGATTTGCATCACC
*

“+1

TACATTTACAGCTTTTTAAATTATTGCCAGTEATTAATGTTGACTAGGCT
*

+ 50
ATTTCCATAATCAATTAAATCTTGCATAGTGCCTCCACATTATTTCTCCC

+ 100
CCTGACTCAGGAGGCGAATAGTTATATTTCATCAGACTTTATTGATGAAC

+ 150
CAGGTATGCTTTACTTCACATTAATACGTACATGACCACTGTTACTGGAG

BamHI1

AAACAAAATGAATTATCCGGCGGATCdC
MetAsnTyrProAlaGluPro

Sekil 1.6. tp/ promotor regulator elementler
1.3.1.2. Tirozinaz Enzimi

Tirozinaz (monofenol monooksijenaz, EC 1.14.18.1) hem tirozinin L-DOPA’ya
hidroksilasyonunu hem de L-DOPA’nin dopakinona oksidasyonunu katalizleyen ve L-
DOPA biyosentezinde anahtar bir rol oynayan biyofonksiyonel bir enzimdir [40]. Ayni
zamanda tirozinaz melanin ve diger polifenolik bilesiklerin biyosentezinden sorumlu
olan bakir icerikli bir metalloproteindir. Tirozinazin iki enzimatik aktivitesi
bulunmaktadir. Ilki monofenollerden o-difenol hidroksilasyonu, ikincisi difenolaz

aktivitesiyle o-difenolden o-quinon oksidasyonudur. Ayrica katalaz oksidasyonu ile
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quinondan hem o-difenolden hem de p-difenol olusur [41-43]. Cok reaktif molekiil olan
dopakinon enzimatik olmayan polimerilasyonu ile melanine doniismektedir (Sekil 1.7).
Dopakinondan L-DOPA’ya doniisiimii ise askorbik asit gibi reduktant maddeleri
kullanarak gerceklesmektedir [43].

Arastirmalar tirozinazin fungus, bakteri, bitki, bocek ve memeli hiicrelerinde
bulundugunu gdostermistir. Melanin {iretebilen bakteriler Aeromonas, Azotobacter,
Mycobacterium, Micrococcus, Bacillus, Legionella, Streptomyces, Vibrio, Rhizobium,
Proteus, Azospirillum and Shewanella oldugu belirlenmistir [44, 45]. Tirozinaz enzimi
mikrobiyal olarak (Aspergillus, Rhizopus, Neurospora vb.) ve Agaricus ve Vicia vb.
gibi bitkiden yiiksek oranda saflastirildig1 saptanmistir. Basarili bir {iretim igin kiiltiir
kosullarinin optimize edilmesi gerekir ve bu optimizasyon kullanilan organizmanin
tiriine gore sistemden sisteme farklilik gostermektedir [46]. Bununla birlikte
mikroorganizmalarda tirozinaz aktivitesi genellikle ¢ok zayif olup L-tirozin ile L-DOPA
hizli bir sekilde diger metabolitlere ayrismaktadir. Sonug olarak L-DOPA’nin saf olarak
elde edilmesi oldukc¢a zordur [47, 48].

OH ’Iilozuuz HO. OH Eq. 1
NH,
m)

L-tirozin L - DOPA
(4- hidroksi-L-fenilalanin) (L-3 . 4-dihidroksifenilalanin)
HO
HO. O Tirozinaz
0 ;
L 0,
HO OH
Agkorbik agit
Y O
O,
OH Eq. 2
NH,
o .
Dopakinon
Melanin

Sekil 1.7. Tirozinazin L-DOPA sentez semasi

Tirozinazlarin memeliler ve bitkilerde de yaygin bir sekilde bulundugu
saptanmistir. Bitki tirozinazlari bazi meyve ve sebzelerde istenmeyen kararma
reaksiyonlarindan sorumlu enzimlerdir [49]. Memeli tirozinazlari ise spesifik olarak
deri, sa¢ ve gozlerde yerlesen yiiksek derecede 6zellesmis hiicrelerde ve pigment iireten
melanositlerde bulunmaktadir. Bdylece ultraviyole radyasyon yaralanmasina karsi
koruyucu bir etkiye sahip olan melaninin olusmasinda da yer alan anahtar enzimlerdir

[50, 51].
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1.3.1.3. Tirozin

Aromatik bir molekiill olan tirozin c¢esitli endiistriyel ve farmokimyasal
uygulamalarda 6nemli bir onciil olarak kullanilmakdir. Alternatif olarak TPL enzimi L-
tirozinden fenol, amonyak ve piriivat olusumunu da katalizlemektedir [52].

Ayrica tirozin son yillarda Parkinson hastaligiin tedavisinde en etkili
semptomik ila¢ olarak kullanilan L-DOPA veya levodopa gibi énemli birgok bilesigin
sentezini baglatan 6nemli bir Onciil amino asit oldugu bilmektedir. Yine cesitli
endiistriyel bilesenlerde de onciiliikk etmektedir [53-55].

Tirozinin viicutta fenilalaninden sentez edildigi ve bu nedenle esansiyel bir
amino asit olmadig1 savunulmaktadir [56]. Viicut fenilalanini 6nemli oranda (2/3)
tirozine doniistiirmesine ragmen tirozini fenilalanine doniistiirememektedir. Esansiyel
olmayan bir amino asit olarak siniflandirilmasina karsin tirozinin sartli olarak esansiyel
bir amino asite doniistiigiine dair bulgular da bulunmaktadir. Insanlarda esansiyel
olmayan amino asitlerin ¢ogu glukoz ve amonyaktan sentezlenmektedir. Dolayisiyla
tirozinin olugmasi i¢in de fenilalanine gereksinim vardir. Bu yiizden L-tirozin bilinen 22
adet standart amino asitten biri olup, sentezindeki kompleks reaksiyon serilerinden
dolay1 esansiyel bir amino asit olarak adlandirilir. Fenilalaninden tirozin doniistimii
tersinir olmayan bir sekilde katalizleyen fenilalanin hidroksilaz enzimi aktivitesindeki
bir diisiis veya enzimdeki fonksiyon kaybi hiicrede fenilalanin birikimine sebep
olmaktadir. Bu durum en iyi bilinen amino asit metabolizma bozukluklarindan biri olan
ve kendini mental bozuklukla gosteren fenilketoniirea’ya sebep olmaktadir [17, 57-59].

Tirozin, merkezi ve periferal sinir sistemi ile adrenal medulla da dopamin, L-
dihidroksifenilalanin (L-DOPA), ndrepinefrin ve epinefrin; tiroid bezi tarafindan
tiroksin ve triiyodotironin gibi katekolaminlerin, hormonlarin ve norotransmitterlerin
tiretimi i¢in gerekli temel bir bilesiktir.

Katekolamin sentezinde oran belirleyici basamak L-tirozinin L-DOPA’ya
hidroksilasyonudur. Sekil 1.8’de gosterildigi gibi bu basamak tirozin hidroksilaz (TOH)
enzimi tarafindan katalizlenmektedir. Ancak, bu reaksiyon basamagindaki inhibisyon
daha ¢ok epinefrin ve norepinefrin hormonlarinin seviyesini diigiirlirken dopamin
seviyelerini  6nemli oranda etkilememesi dopaminin sentezinde alternatif
mekanizmalarin rol oynadigimi diisiindiirmiistiir. Muhtemel alternatif bir mekanizma
tirozinaz enzimi ile katalizlenen tirozinden dopakinon yapilmasidir. Melanin olusumu
ile sonlanan bir seri reaksiyonun ilk safthasinda dopakinon’dan L-DOPA f{iretilmektedir.

L-DOPA tirozinaz enzimi igin alternatif bir substrat oldugundan bu reaksiyon daha ileri
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gitmektedir. Tirozin hidroksilaz (TH) enzimi eksikligindeki durumun tersine, tirozinaz

enzimi eksikligi dldiriicii degildir daha ¢ok kendini albinizmle belli etmektedir [60].

/ Protein \

Fenilalanin Fenilalanin
Karaciger ) Sempatik sinirler
Tirozin
Tiroksin 0, Tirozinaz
hidroksilaz | NADPH
Tiroksin
(TH) >
p-Hidroksifenilpirtvat Dihidroksifenilalanin Dihidroksifenilalanin
(DOPA) (DOPA)
\-PCOz
v v )
Homogentisik asit Dopamin 3 4-Hidroksi Melanin
fenilpirivat
0,
Y v
CO, Norepinefiin
Epiefim

Sekil 1.8. Tirozin metabolizmasi
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1.3.1.4. Katekoller

Katekol (1,2-dihidroksibenzen) eczacilik, kiirk boyama, lastik ve plastik {iretimi
gibi bircok uygulama alanlarina sahiptir. Katekoller mikroorganizmalar tarafindan
aromatik maddelerin ve lignin parcalanmasinin ara iirtinleridir [61].

Insan ve bircok hayvanda katekoller daha ¢ok hormon (steroid)
metabolizmasinin metabolitleri olmalarinin yaninda adrenalin, noradrenalin, dopamin
ve L-DOPA gibi endojen bilesiklerin metabolitleri olarak da bulunabilirler [62].

Katekolaminler diger biyojenik aminler gibi omurgalilarin sinir sistemindeki
roliine ek olarak gram-negatif bakterilerin biiylimesini ve virlilans bagimlh faktorlerin
liretimini ayarlamada Onemli etkiler gOstermektedir. Minimal besi ortamina
eklendiklerinde her ili¢ yaygin katekolamin c¢esidinin (norepinefrin, epinefrin ve
dopamin) bakteri biiylime ve ¢ogalmasinda 6nemli artisa neden olduklar1 belirlenmistir
[63-65].

Son zamanlarda ozellikle Erwinia herbicola, Citrobacter freundii bakterileri
ticari olarak L-DOPA iiretiminde tirozin fenol liyaz (TPL) enzimini kullanirlar. Bu
reaksiyon geri doniisiimliidiir. Katekol TPL katalizinde baslama materyali olarak
kullanilmakla birlikte ¢ok iyi bir otooksidattir. Katekol sentezi arada kesilirse
antioksidan etki gostermektedir. Bu yiizden katekol biiyiik bir engel olusturken yiiksek
konsantrasyonda mikroorganizmalarda toksik etki gostermektedir.

TPL ve katekol iireten enzimler alternatif olarak birlesebilirler. Katekol iiretimi
bittiginde mikroorganizmalardaki toksisite azalmakta ve otooksidasyonlar1 en aza
inmektedir. Katekoliin biyolojik iiretimi toluen dioksijenaz (TDO) ve cis-toluen
dihidrodioldehidrojenaz (TCGDH) ile iki adimli reaksiyondan olusmaktadir [68].
TDO/TCGDH L-DOPA sentezinde TPL ile basarili bir sekilde birlesirse hem L-DOPA
sentez siirecinde ekonomiklik kazandirmakta hem de biiylik endiistrinin toksik
atiklarindan biri olan benzenin tekrar kullanilmasinda etkili bir yol olugturmaktadir [66].

Oksidize katekoller proteinlerin siilfidril gruplar ile reaksiyona girmektedirler.
Boylece katekol ya dogrudan siilfidril gruplarina baglanarak proteinleri inaktive etmekte
ya da protein radikallerinin (karbon merkezli radikaller) olugsmasina neden olmaktadir.
Bu protein radikalleri yeni ¢apraz baglara ve dimer olusmasina yol agarak proteinlerin
ve peptidlerin yigilmasi1 ve dolayisi ile inaktivasyonuna neden olmaktadir. Glutatyon

hiicrelerde 6nemli bir rediikleyici (indirgeyici) ajan oldugu ig¢in iki glutatyon

13



molekiiliiniin bu sekilde birbirine baglanmasi bu ajan tarafindan saglanan hiicrenin
redoks statiisiinii degistirmekte ve bdylece oksidatif stres olugsmaktadir [67].
Katekollerin membranlar iizerindeki zararli etkisi onlarin reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) olusumu ya da lipid molekiilleri ile reaksiyonlar1 sonucu degil,
membran potansiyelinde sebep olduklart degisiklikten dolayidir. Katekollerin kimyasal
reaksiyonu ve kimyasal Ozelligi DNA, protein ve membran gibi biyomolekiillerde
onarilamayan zararlar olusturmaktadir. Proteinlerle reaksiyona girdiginde enzimlerin ve
proteinlerin inaktivasyonuna sebep oldugu belirlenmistir. Membranla katekollerin
etkilesimi sonucu lipid peroksidasyonu olugmaktadir. Ayrica katekol ile farkli
biyomolekiillerin etkilesimi serbest oksijen radikalerinin olusumuna sebep olmaktadir
[68]. Ornegin, dopamin monoamin oksidaz (MAO) enzimi tarafindan homovalinik asite
(HVA) yikilmaktadir. Dopaminin bu metabolizmasi ve otooksidasyonu ile hidroksil
radikali (OH) olusmaktadir. Ayrica ferro demir (Fe™) ve ferri demir (Fe™) serbest
kalarak hidrojen peroksitin (H,O;) miktarinin artmasina sebep olup fenton reaksiyonun

olusumu gozlenmektedir [69].

1.3.2. Dopaminin Sentezi

L-DOPA’dan dopamin olusumu L-DOPA dekarboksilaz (DDC; aromatik L-amino
asit dekarboksilaz, EC 4.1.1.28) enzimi tarafindan katalizlenmektedir. Dopaminin
bakteriyel sentezinde birinci agamada sentez edilen L-DOPA ikinci asamada substrat

olarak kullanilmaktadir (Sekil 1.9).

L '
C—C—NH, + H,0 > C—C—NH, + CO,
| | DOPA Dekarboksilaz ||
HO H H (DDC) HO H H
HO HO
L-DOPA Dopamin

Sekil 1.9. L-DOPA’dan Dopamin Sentezi

Sentez sirasinda agiga c¢ikan CO, ortam pH’sinin diigmesine yol a¢gmaktadir.
Bundan dolay1 dopamin verimde bir azalma olmamasi icin reaksiyon ortaminin siirekli

kontrol altinda olmas1 gerekmektedir [70].
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1.3.2.1. Dopa Dekarboksilaz Enzimi

L-DOPA dekarboksilaz (DDC, EC 4.1.1.28) noral dokularda dopamin
biyosentezinde 6nemli bir rol oynayan piridoksal 5’-fosfat (PLP) bagimli bir enzimdir.
Enzim karaciger ve bobrekler gibi periferal organlarda bulunmaktadir [71, 72].
Memelilerdeki ¢ogu DDC enzimi L-DOPA, tirozin, fenilalanin ve triptofan gibi
aromatik amino asitlere genis bir substrat 6zgiilliigli goéstermektedir. Micrococcus [73,
741, Bacillus [75], Pseudomonas [76] ve Streptococcus [77] gibi ¢esitli mikrobiyal
tiirlerde L-DOPA’nin dekarboksilasyonu mevcuttur.

Bakteriyal dekarboksilazlar arasinda  Streptococcus  faecalis  tirozin
dekarboksilaz (TDC, EC 4.1.1.25) enzimi, L-DOPA iizerindeki daha biiyiik
dekarboksilaz aktivitesi oldugundan dopamin sentezinde rol alan geri doniislimsiiz
olduk¢a onemli oldugu bilinen bir enzimdir [78]. S. faecalis TDC’si tirozin ve L-
DOPA’ya tam bir substrat 6zgiilliigii gostermektedir ve bu yiizden dopamin sentezi igin

bu enzim tercih edilmektedir.

1.3.3. Parkinson Hastahig:

Parkinson hastaligi, Ingiliz Doktor James Parkinson tarafindan ilk kez 1817
yilinda tanimlanmis olan beyin ile iligkili bir hastaliktir. Parkinson hastaligi beyinin
substantia nigra denilen kismindaki sinir hiicrelerinin 6lmesi veya hasar gérmesi ile
ortaya ¢ikar [79]. Bu hiicrelerin yaklasik olarak %80’i hasar goriirse bu hastaligin
semptomlarinin ortaya ¢iktig1 belirlenmistir [80]. Normalde bu hiicrelerin rolii viicut
kaslarinin ve hareketinin diizgiin ve koordineli bir sekilde fonksiyon gostermesini
saglayan dopamini iiretmektir. Parkinson hastalarinin beyin omurilik sivisinda (CSF)
tirozin seviyesinde azalisin olmasi dopamin seviyesinde azalisa sebep olmaktadir.
Ayrica sentezlenen dopaminin bir kisminin katekol-o-metil transferaz (COMT)
tarafindan homovalinik asite (HVA) doniismesi bu maddenin miktar1 artirirken dopamin
miktarinda azalisa neden olmaktadir [81].

Hastaligin semptomlart titreme, kaslarda olusan sertlik, hareketlerdeki
yavaslama ve denge bozuklugudur. Diger semptomlar ise sikisik ve okunaksiz yazi
yazma, sert veya sinirli bir yiiz ifadesi, ayaklarini siiriiyerek yiiriime, boguk bir sesle
konusma ve depresyondur. Sosyal, etnik, ekonomik ya da cografik sinirlar tanimayan bu

hastaligin kadin ve erkekteki orant hemen hemen aynidir [80].
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Parkinson hastaliginda titreme, 6zellikle elleri ve ayaklari, bazen dudaklari, dili,
ceneyi, seyrek olarak da govdeyi etkilemektedir. El veya ayakta dinlenme halinde
ortaya ¢ikan titreme bir hareket sirasinda kaybolmaktadir. Ornegin uzanip bir cismi
tutma hareketi sirasinda eldeki titreme kaybolurken dinlenme haline gegince tekrar
ortaya c¢ikmaktadir. Dinlenme sirasinda ortaya g¢ikma oOzelligi diger hastaliklarda
goriilebilen ¢esitli titremelerden ayirt edilmesine yardimci olmaktadir.

L-DOPA’nin kan beyin bariyerine ulagsmadan kanda ve diger dokularda
dopamine dekarboksilasyonu bu maddenin terapétik etki derecesini onemli Olciide
azaltmaktadir. Bu  nedenle @ L-DOPA  uygulamasimin  onun  dopamine
dekarboksilasyonunu 6nleyecek inhibitorlerle (cardidopa ve benserazide gibi DDC
enzimi inhibitorleri) birlikte yapilmasin1 gerekmektedir. Dopamin kan-beyin bariyerini
gecemediginden Parkinson hastaligi tedavisinde kullanilmaz. Bu nedenle, dopamin
onciilii olan L-DOPA kullanilarak bu bariyer asilir ve ndronlara alinan L-DOPA burada
DDC enziminin katalizledigi bir reaksiyonla Parkinson hastaliginin esas terapdtigi olan
dopamine doniistliriilmektedir. Bunun yanisira, dopaminin direkt olarak kullanim
alanlar1 da bulunmaktadir. Ornegin, kardiyak verimi ve kan basincini artirmak igin sok
halindeki hastalarda bu madde inotropik ilag olarak verilmektedir [82].

Oksidatif stres Parkinson hastaliginin temelini olusturan ndérodejeneratif siiregte
bliyiik bir rol oynamaktadir [83]. Cesitli deneysel caligmalar L-DOPA’nin serbest
radikal olusumu ile ndronal hasara c¢eliskili olarak katkida bulunabilecegini
gostermektedir [84, 85]. Hem tedavi gormeyen Parkinson hastalar1 hem de saglikli
insanlar ile karsilastirildiginda L-DOPA ile tedavi goren bu hastalarinin kan

hiicrelerinde hidroksil radikallerinin COH) olusumunun arttig1 rapor edilmistir [86].

1.3.4. Mikroorganizma hemoglobinleri

Bakteriyal globinler hemoglobinler (Hbs), Flavohemoglobinler (FlavoHbs), ve
Trunkat hemoglobinler (TrHbs) olarak ii¢ sinifa ayrilmaktadir [87, 88]. Bakteriyal
hemoglobine Vitreosilla VHb, Campylobacter jejuni CHb ve Clostridium perfringens
CpHDb 06rnek olarak verilebilir [87, 89, 90].

Ik grub flavohemoglobinler kimerik yapiya sahip olup, bir globin domeyni ile
ayni zamanda bir FAD-bagimli oksido-rediikto domeynini’ne sahiptirler. Ayrica FAD-
bagimli oksido-rediiktaz enzimi yapisal olarak ferrodoksin NADP" reduktaza
benzemektedir [91]. Flavohemoglobinler bitki Hb’lerine benzeyen diziye de sahiptirler.

Ikinci grup olan trunkat hemoglobinler ise “kirpilmis tip zincir” hemoglobinler olup
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normallerden 20-40 amino asit daha kisadirlar ve oldukca yiiksek oksijen affinitesine
sahiptirler. Ugiincii grup ise bu proteinlerin bakteriyel orijinli olanlar1 olup en iyi
bilineni Vitreoscilla hemoglobinidir. Bakteriler genel olarak iki tip hemoglobine
sahiptir. Ik bakteriyal tipi Hb’i buradaki ¢alismada da ele alman Vitreoscilla Hb’dir
(VHD). Spektral karakteristiklerinin ve aminoasit dizisinin dkaryotik hemoglobinine %
25’e varan benzerliginden dolay1, hemoglobin olarak adlandirilmistir [92].

Hem grubunun etrafindaki gruplarin 6zel dizilimi bu proteinlerin yiiksek
oksijen affinitelerine katkida bulunur. FlavoHb’ler ise daha yaygin bulunurlar. VHb’ nin
tersine FlavoHb’ler bir amino terminal globin domeyni ve FAD™ ve NADP" baglanma
bolgelerine sahip bir karboksil flavodomeynine sahiptirler. VHb’nin fonksiyonu her ne
kadar hala tam olarak bilinmiyorsa da, bu hemoglobinin oksijen tasima ve depolamada
(tamponlamada) rol oynadig1 sanilmaktadir. Flavin domeyninde oksidasyon-rediiksiyon
reaksiyonlarindan  dolay1 FlavoHb’lerin bdyle bir fonksiyonunun olmadigi
sanilmaktadir. FlavoHb’lerin daha ¢ok NO deoksigenazlar olarak davrandiklari ileri
stiriilmiistiir [93].

Son zamanlarda VHb ve diger bakteriyal Hbs ve FlavoHbs hem bakterilerde
hemde tiitiin de nitrosatif stresine ve NO (nitrik oksit) radikaline karsi korudugu

gozlemlenmistir [94, 95].

1.4. Bakteriyel (Vitreoscilla) Hemoglobin (VHD)

1986 yilinda kadar hemoglobinler okaryotik orijinli proteinler olarak
bilinmistir. Fakat Dr. Webster ve arkadaslari gram-negatif bir bakteri olan Vitreoscilla
stercoraria’nin dogal olarak hemoglobin (VHDb) icerdigini saptamislardir [96].
Vitreoscilla mor bakterilerin beta-alt grubunda Beggiatoaceae familyasinda
bulunmaktadir [97]. Vitreoscilla zorunlu bir aerob gram negatif, kemoorganotrof
flament6z bir bakteridir. Zorunlu aerob olmasina ragmen dogal yasam alani oksijeni

diisiik ortamlardir [98].
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Sekil 1.10. Bakteriyel hemoglobin geni tasiyan yegane bakteri Vitreoscilla’nin
taksonomik konumu [99].

Vitreoscilla stercoraria bakterisi diisiik oksijen sartlarina dayanabilmek igin
sitoplazmasinda eriyebilen hemoglobin sentezi yolunu se¢mistir. Son yillarda bu
hemoglobinin iizerindeki c¢aligmalar onun ¢esitli endiistriyel organizmalarda enerji
metabolizmasinda uygun bir ajan olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Bakteriyel hemoglobin, hemoglobine benzeyen proteinlerin biiyiik ailesinin bir
tiyesidir. Bu ailenin en iyi karakterize olan iiyesi hemoglobin ve daha ¢ok hayvanlarda
miyoglobindir. Ama son zamanlarda hemoglobine benzeyen oksijen transformu yapan
bu hemoproteinlerin protozoa, bitki, fungus ve bakterilerde de bulundugu belirlenmistir
[100-103]. Hemoglobin ile miyoglobinin (Mb) 3 boyutlu yapisi (3D) ve benzer amino
asit siras1 onlarin ayn1 atada evrimlestigini gostermektedir [104—108]. Diger
hemoglobinlerle kiyaslandiginda 6rnegin kok hemoglobiniyle %24, B. subtilis flavo
hemoglobiniyle %56 gibi 6nemli bir benzerlik gostermektedir [96, 109].

VHb’nin yapisi klasik globin katlanmasina uymakta ve okaryotik hemoglobinleri
ile yiiksek bir homoloji gostermekte olup klasik 8-helikse (A-H) sahiptir ve globin
katlanmas1 gostermektedir (Sekil 1.11). VHD proteini iki benzer alt tiniteden olusan bir
hem proteinidir ortalama molekiil agirlig1 15,775 olan her bir alt {inite protohem IX ve

146 aminoasitten meydana gelen dimerik yapidan olumaktadir [96].
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Sekil 1.11. VHb’nin 3-boyutlu yapisi. Homodimerik yapida “hem” grubunun

lokalize oldugu yer sar1 renk ile gosterilmistir (Protein Data Bank).

Rekombinant E. coli’de hem vitreocilla hemoglobin hem de proteini sitoplazmik
olarak yerlestigi tespit edilmistir [110]. Ekstraselliiler oksijenin diisiik oldugu
durumlarda bu proteinin sentezinin artti§1 ve baglandig1 oksijenin dkaryotik hiicrelerde
oldugu gibi serbest biraktig1 rapor edilmistir [111, 112].

Oksijen kaynagi olarak rol alan vitreosilla hemoglobinin, mikroaerobik kosullar
altinda ¢6zlinmiis oksijen konsantrasyonunda intraselliiler etkisi artmakta ve ¢oziinmiis-
oksijendeki artis hem sitokrom o hem de sitokrom d aktivitesini arttirmaktadir. Ote
yandan sitokrom o spesifik aktivitesi sitokrom d’den daha hizli bir sekilde arttirarak
proton pompasinda artisa sebep olmaktadir (Sekil 1.12). Boylece sitoplazmadaki ATPaz
yoluyla bu proton gradiyenti sayesinde ATP tiretilmektedir [113].

Sitokrom komplelksi

Periplazmik alan H” Yiiksek [I1] H*
+ PO ATPaz komplelsi
+++4++++++ + + + + e
- L v[ ©occcooee
] ¥
COOCOOCOCOOCOOX CSOCOCOOO 20000
Sitoplazma /L\ )

ADP ™
%01 H,O ADI ATIE
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Diisiik [H]
VHb
O, + VHb —*

Sekil 1.12. Diisiik oksijen yogunlugunda Vitreoscilla hemoglobinin roli
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Bu proteini bulunduran hiicrelerin daha oksitlenmis durumda bulunmalari,
VHb’nin hiicrelerin karbon metabolizmas1 akis semalarinda Onemli yeniden
diizenlemelere sebep olmasi ile ilgilidir. Her ne kadar bunun nasil saglandigi kesin
olarak ortaya konmamissa da, NAD/NADH ve ADP/ATP oranlarinda olan 6nemli
degisimlerin esas teskil ettigi sanilmaktadir. VHb iceren hiicrelerde NADH seviyesinde
diisis ATP miktarinda ise artis gdzlenmektedir. Dolayis1 ile NAD/NADH ve
ADP/ATP oranlarinda meydana gelen dnemli degismeler hiicrenin karbon bilesiklerini
kullanim1 yollarinda 6nemli degisime neden olur. Bu baglamda VHb ekspresyonu yapan
E. aerogenes’de gozlenen % 80 artisin bu tiir bir metabolik akis semasi degisikliginden
olabilecegi bildirilmistir [114, 115].

Vitreoscilla hemoglobini ise son yillarda kesfedilen ilk prokaryotik hemoglobin
olup, bu proteinin c¢esitli endiistriyel proseslerdeki kullanim potansiyeli son yillarda
bir¢ok arastirmanin konusunu olusturmustur. Bu baglamda, 6zellikle diisiik oksijen
konsantrasyonlarinin negatif etki yarattig1 bircok biyoiiretim olayinda bu proteinin
potansiyelinin olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Gram negatif bakteri olan Vitrescilla
atmosferik oksijen konsantransyonundan %90 daha diisiik ortamda E. coli ile
kiyaslandiginda 50 kat daha fazla iirlin elde ettigi belirlenmistir [116]. Rekombinant
protein iiretiminden, ¢esitli antibiyotiklerin {iretimine ve zararli aromatiklerin
parcalanmasina bir¢cok boyle proseste bu proteinin klonlanmis hiicrelere 6nemli avantaj
kazandirdig1 saptanmistir. Dolayisi ile son yillarda literatiire girmis olan “metabolik
mithendislik” terimi kullanildiginda bu protein ilk sirada bahsedilen ajan olarak
karsimiza ¢ikmigtir. VHb genini (vgb) cesitli bakteri ve fungusa transformasyonu ile
bliylime ve iiretimlerinde artis oldugu saptanmistir. Aerobik bakterilerde toksik
aromatik bilesiklerin yikimi biyoremidasyonunu artirarak “VHb teknolojisi” terimini de
karsimiza ¢ikarmistir [117, 118].

Globin proteinleri biitiin canlilarda yapisal ve fonksiyonel olarak farkliklik
gostermektedir. Hem grubunun yaninda 6-8 a-heliks segmenti i¢ceren hemoglobinleri
karakteristik olarak dontisiimlii oksijen baglayabilme yetenegine sahiptirler [119].

Vitreoscilla’nin  sitokrom bo terminal oksidazi bir ¢ok yoniiyle E. coli’ye
benzese de, bu kompleks E. coli’de H™ pompalayarak bir membran proton gradiyentine
katkida bulunurken (kemoozmotik hipotez), Vitreoscilla’”da Na" pompalamaktadir
(Sekil 1.13). Sitokrom bo oksidaz 1, 11, 11l ve IV olarak adlandirilan 4 alt {initeden
olugsmaktadir. En biiyiik alt {initesi alt tinite I olup sodyum pompalamada kullanilir ve

ayni zamanda VHb’nin hiicredeki etkisi ile iligkilidir [116].
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H* veya Na*
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Sekil 1.13. VHD ve sitokrom bo ubiquionol oksidazlarin I. alt {initesi arasindaki iligkinin
muhtemel mekanizmasi

VHb sitokrom bo; komplesinin I subiinite interaksiyonu ile reaktif nitrojen
tirlerinin  toksik etkisine karst boz’'un enerji iireten aktivitesini korudugu
gbzlemlenmistir [120]. Bu gozlemler onceki sonuglar1 destekleyerek Hbs ve FlavoHbs
nitrik oksit dioksijenaz (NOD) aktivitesini belirtmektedir [121].

Diger hemoglobinlere gore VHb, oksijene karsi diisiik affiniteye sahiptir. VHb
diger bir¢ok globinin ayrigma sabitesinden daha biiyiiktiir. Boylece oksijenin VHb’den
ayrigma sabitesi oldukca yiiksek olup bu durumun 6nemi oksijenin hizli saliverilmesinin
bir gereklilik oldugu hipoksik sartlarda ortaya ¢ikmaktadir. Bir hipoteze gére VHb’nin
bulundugu hiicreler ¢evrelerine gore daha oksijene formda bulunurlar [122].

Vitreosilla hemoglobin geninin klonlanmis oldugu tiim organizmalarda,
regiilasyonu oksijenle olan bir¢ok metabolit ve rekombinant proteinin sentezinde 6nemli
artts gozlenmistir. Ozellikle, bakteri ve funguslarda VHb’nin hem solunumu hem de
bliylimeyi arttirma yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. Bundan dolayi, VHb
teknolojisi genel olarak oksijence fakir sartlarin bulundugu alanlarda ve olusumlar1 belli
kritik seviyede oksijen gerektiren biyoremidasyondan rekombinant protein iiretimine
kadar biitiin biyoproseslerde uygulama alan1 bulmaktadir [123-125]. “VHb
teknolojisi”nin kullanilmasi ile toksik aromatik bilesiklerin mikrobiyal oksidatif
yikimlarinin arttig1 rapor edilmistir [126].

Yapilan bazi ¢alismalarda VHb’nin Pseudomonas’larda biyoremediasyonu
arttirmada O6nemli bir potansiyele sahip oldugu gosterilmistir [126, 127]. Bunun en
onemli nedenlerinden birisi de yabanil tiirlere oranla VHb aktarilan tiirlerin daha yiiksek

oksijen alinimina sebep olmasidir [123, 129].
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1.4.1. Vitreoscilla hemoglobin geni (vgb)

Vitreoscilla hemoglobin geni (vgh) promotor-operatér bolge ve hemoglobini
kodlayan bolge ile toplam 648 niikleotidden olugsmaktadir. Genin promotoru oksijene
duyarli bir promotordur ve ayni zamanda katabolit baskilanma gosterir. Promotorun
oksijene duyarli olmasini iizerinde tasidig1 FNR ve ArcAB proteinlerine 6zgii dizilerden
saglar. Katabolit baskilanmay1 ise promotor {izerinde bulunan cAMP-CRP baglanma
bolgesi saglar [129, 130]. Gii¢lii bir promotor olan vgb promotoru -35 korunmus dizisi
tasimaz. Ancak pribnov kutusundan 20 niikleotid geride katabolit aktivatdr protein

baglanma bolgesine benzer bir bolge vardir (Sekil 1.14) [131, 132].

ArcA

-35 }—{ -10 I—C SD

CRP

{ FNR

Sekil 1.14. E. coli transkripsiyon sistemi tarafindan taninan vgbh promotoru. Shine-
Dalgarno (SD) bdlgesi, transkripsiyon baglama bolgesi (e), -10 ve -35
dizileri, ArcA, CRP ve FNR baglanma boélgeleri. Yatay ¢izgi (—)
promotorun AUG baglama kodonunundan akis-yukart 150 niikleotidlik

fragmaninmi gostermektedir [133].

1.4.2. Vitreocilla Hemoglobin Geninin Klonlandigr Organizmalara Etkisi

VHb geni (vgb) E. coli [99], Enterobacter aerogenes [92], Streptomyces tiirleri
[134] ve titiin bitkisi [135] gibi farkli sistemlere klonlanarak, hemoglobinin bu
organizmalarin fizyolojik ve metabolik aktiviteleri lizerine etkileri arastirilmistir. VHb
hemen hemen biitiin klonlanmis oldugu hiicrelere daha iyi bir oksijen alim ve kullanim
potansiyeli kazandirirken [92, 136, 137] bu proteinin hiicre lireme ve ¢ogalmasi lizerine

olan etkisi konusunda farkli sonuglar rapor edilmistir [138-140].
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1.4.3. VHb Metabolik Miihendislikteki Uygulamalar

1991 yilinda, Bailey “metabolik miihendislik” olarak adlandirilan yeni bilim ile

“Rekombinant DNA

teknolojisini,

hiicresel  aktivitesindeki

diizenlenmesi, tasimasi ve enzimatik kullanimi1” olarak tanimlamistir [122].

fonksiyonlarin

VHb’nin ETKISI CALISMALAR

Schwanniomyces occidentalis  o-amilaz aktivitesinde artis ve total protein de artig [141]
Pichia pastoris Biiyiimede ve heterolog protein iiretiminde artis [142]
Enterobacter aerogenes Asetoin ve 2,3-biitandiol iiretiminde % 80 artig, hiicrelerin

bdyle bir ortamda daha uzun siire canli kalmalari [115]
Acremonium chrysogenum Sefalosporin C iiretiminde 3.2 kat artis [143]
Bacillus subtilis % 30 proteaz artisi, o-amilaz aktivitesinde % 7-15 artig ve

protein salmiminda 1.5 kat artis [144]
Burkholderia sp. Biyomasta % 15, DNT parcalanmasinda 2 kat artis [ 145]
Cin hamster’i ovaryum Doku plazminojen aktivatdr proteini tiretminde % 40-100
hiicreleri artig [146]
Escherichia coli L-laktamaz aktivitesinde % 61 artis [147]
Escherichia coli Toplam hiicre proteininde % 30, CAT aktivitesinde % 80, [140]

L-galaktozidaz aktivitesinde 40% artis
Corynebacterium glutamicum  L-lizin Gretiminde % 24 artis [148]
Escherichia coli a-amilaz aktivitesinde 3.3 kat artig [149]
Escherichia coli Ferritin iiretiminde 1.8 kat artis [150]
Nicotiana tabacum % 50 daha hizli ¢imlenme, artan biiyiime, % 80-100 daha [151]

fazla kuru agirlik, % 30-40 daha fazla klorofil ve % 34 daha

fazla nikotin
Pseudomonas aeruginosa Canli hiicre sayisinda % 11 artis ve 2—5 kat daha fazla [136]

oksijen alimi
Rhizobium etli Bakla nodiillerinde nitrojenaz aktivitesinde %68 artis ve % [151]

53 daha fazla azot igerigi
Saccharomyces cerevisiae Hiicre yogunlugunda 3 kat artis ve etanol iiretiminde artis [152]
Saccharopolyspora erythraea  Eritromaysin tiretiminde % 70 artis [153, 154]
Serratia marcescens Hiicre bityiikliigiinde artis [155]
Streptomyces coelicolor Aktinorodin tiretiminde 10 kat artis [156]
Streptomyces lividans Kiiltiir sonu hiicre yogunlugunda % 50 artis [156]
Serratia marcesce Oksitetrasiklin tiretiminde 2.2 kat artig [157]
Xantomonas maltophila Canli hiicre sayisinda % 15 artis, benzoik asitin yikiminda [158]

artis
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Cevre kirliligine paralel olarak mikrobiyal habitatlara agir metal salinimi gitgide
artmaktadir. Bununla beraber mikroorganizmalarin agir metal stresi ile bas
edebilecekleri sistemlerin gelistirilmesi ¢aligmalara da 6nem kazandirmistir. Bu amagcla
yapilan bir calismada Enterobacter aerogemes bakterisinin yabanil tipi ile vgh geni
klonlanmis Ea[pUC8:16] susu Cd" igeren besi ortaminda iiretilmis ve Cd" alimu,
adsorbsiyonu, biyosorbsiyon bakimindan karsilastirildiginda Ea[pUCS8:16] susu daha
yiiksek biyokiitle degeri, daha yiiksek Cd™ alimi, daha diisiik adsorbsiyonu ve daha
yiiksek biyosorbsiyon degerleri ile dikkat ¢ekmigstir. Calisma sonucunda bakteriyel
hemoglobinin agir metal detoksifikasyonunun kontrolii i¢in ¢ok uygun bir aday oldugu
bildirilmistir [159].

Yapilan baska bir calismada ise vgb klonlanmis Burkholderia sp.’de
dinitrotoluen yikiminda artis sagladig bildirilmistir [124]. vgb klonlanmig bakterilerde
rekombinant protein sentezi artmaktadir. Bu konu ile ilgili olarak yapilan bazi
caligmalarda vgb’nin mayalarda antibiyotik ve etanol iiretimini arttirdigl tespit
edilmistir. Diger bir calisma ise vgb nin bazi1 Enterobacteriaceae iiyelerinin biitandiol ve
asetoin iiretimini arttirdigini géstermistir [153].

Diger bir ¢alismada ise Enterebacter aerogenes ve Pseudomonas aeruginosa ve
onlarin vgbh klonlanmis rekombinant bakterileri kanser tedavisinde kullanilan
asparaginaz enzimini farkli karbon katabolitinde {iretimleri ¢alisilmistir. Enzim
{iretiminde karbon katabolit baskilanmasindan dolayr vgh™ tasiyan Ea[pUC8:15]
bakterisi vgb™ olan Ea[pUCS] kiyaslandiginda 20 kat daha diisiik oldugu belirlenmistir.
PajC ise asparaginaz enzimini Pa kiyaslandiginda 1.6 kat daha az {iretildigi saptanmistir

[160].
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2. KAYNAK OZETLERI

Bakteriler, bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglar1 iireten kiiclik
fabrikalardir. Ozellikle genetik miihendislik ¢alismalarinin hizla gelismesi ilag iiretimi
i¢in yeni ¢éziimleri de beraberinde getirmistir. Bakteriler tarafindan herhangi bir genetik
maniplilasyona gerek duyulmadan endiistriyel boyutlarda {retilen bir¢cok iiriin
bulundugu gibi, bakterilerin kendileri tarafindan yapilamayan ancak ¢esitli endiistrilerde
yiiksek kullanim potansiyeli olan bir¢cok iirlin (0zellikle proteinler) rekombinant
teknikler kullanilarak bakterilerin genetik manipiilasyonu ile basarilmaktadir.
Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak elde edilmesi gii¢ olan veya pahali olan
maddeler bol miktarda elde edilebilmektedir. Ornegin, bu teknikler kullamlarak dnemli
norodejeneratif hastaliklardan biri olan Parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilan L-
DOPA (3,4-dihidroksifenilalanin) ve dopamin iiretimi de saglanmaktadir.

L-DOPA’nin Parkinson Hastaligi’nda temel ila¢ olarak kullanilmasi ve
dopaminin kan basincim1 ve kardiyak verimini artirmak amaciyla ilag olarak
kullanilmasi bu bilesiklere olan ilgiyi arttirmistir. Her ne kadar L-DOPA ve dopamin
iiretimine yonelik cesitli calismalar yapilmis olsa da bakteriyel olarak L-DOPA ve
dopamin {tretimi hakkinda ¢ok az ¢alisma vardir. Literatiirde L-DOPA’nin ucuz bir
materyal olan benzenden biyosentezi arastirmacilar tarafindan arastirilmistir [161].
Arastirmacilar bu ¢alismada benzenden L-DOPA’y1 saglayacak katekoliin olusumu ig¢in
toluen dioksigenaz (TDO) ve toluen cis-glikol dehidrogenaz (TCGDH) enzimlerine
gereksinim oldugunu belirtmislerdir. Dolayis1 ile bir katekol tiirevi olan benzenden
direkt olarak L-DOPA elde edebilmek i¢in bir plazmide TDO, TCGDH ve Citrobacter
freundii’den TPL genleri klonlanmis ve biyotransformasyon ig¢in konake¢t hiicreler
olarak E. coli JM105, E. coli JM109 ve P. aeruginosa kullanilmistir. Onemli bir toksik
bilesik olan benzenden L-DOPA sentezinin basarilmasi ile hem L-DOPA sentez
siirecinde ekonomiklik hemde toksik atiklarin tekrar kullanilmasinda etkili bir yol
olusur [162, 29].

Oldukga toksik olan benzenden L-DOPA iiretmeye ¢alisan arastirmalar, tirozinin
a,B-eliminasyonunu katalizleyerek L-DOPA olusturan TPL enzimini Citrobacter
freundii’den E. coli’ye klonlamislardir. E. coli hiicrelerinin benzenin toksik etkisinden
dolayr 3mM gibi diisiik miktarda L-DOPA f{irettikleri saptanirken benzene oldukca
direnclilik gosteren Pseudomonas aeruginosa nin ise ayni ortamda yaklasik olarak 14

mM L-DOPA iirettigi belirlenmistir [163].
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Tirozinle indiiklenen bir enzim olan TPL normal olarak piriivat, amonyak ve
fenol olusturmak i¢in tirozinin o,B-eliminasyonunu katalizlemektedir. Bdylece
bakterilere karbon ve nitrojen kaynagi olarak L-tirozinden faydalanma olanagi
saglanmaktadir. Geri doniisiimlii olan bu reaksiyonda katekol fenol ile yer degistirdigi

zaman L-DOPA iiretilmektedir [25].

Besiyeri ortamina L-tirozin eklenmesiyle beraber TPL enziminin de buna bagl
olarak indiiklendigi belirlenmistir. Diger taraftan bu durum son iiriin olan L-DOPA’nin
saf halde hazir olarak elde edilmesini ciddi olarak engellemektedir. Bazi
arastirmacilarin yapmis olduklar1 ¢alismalarda, L-tirozinin yoklugunda tpl promotorunu
aktive edebilme yeteneginde olan mutant transkripsiyonel bir regiilatér TyrR proteini

tagityan rekombinant E. herbicola hiicrelerini kullanilarak bu problemi asmislardir [26].

Bakteriyal dekarboksilazlar arasinda Streptococcus  faecalis’in  tirozin
dekarboksilaz (TDC, EC 4.1.1.25) enziminin gostermis oldugu yiiksek aktiviteye bagh
olarak L-DOPA {iretimini arttirdig1 ve bu sebepten dolayr dopamin sentezi {izerinde de
onemli rol aldig1 saptanmustir [64]. S. faecalis TDC’sinin tirozin ve L-DOPA’ya tam bir
substrat Ozgiilliigii gosterdigi belirlenmistir. Arastirmacilar TDC ile DDC (dopa
dekarboksilaz)’nin aktiviteleri karsilastirdiklarinda, DDC 1mM substrat ile %50 aktivite
kayb1 gosterirken TDC 40 mM substrat varliginda aktivitesini korudugu belirlenmistir.
Yani TDC enziminin L-DOPA’nin dopamine doniisiimiinde DDC’den 40 kat daha iyi
aktivite gosterdigi saptanmugtir [78].

Tirozin fenol liyaz (TPL) genin tirozinle indiiklenmekte ve buna bagli olarak da
L-DOPA fiiretimi de artmaktadir [20, 21]. E. herbicola bakterisinin #yrR geni rastgele
mutasyona ugratilmis ve sonra tpl promotorunun aktivasyon yetenegini arttirdigi
belirlenmistir. 3 amino asit yerdegisikligi (V67A, Y72C, E201G) igeren bir tyrR5 alleli
elde edilmistir. Bu alleli tastyan pAH423 (5,014bp) plazmidi E. herbicola hiicrelerinin
transforme edilip ortama tirozin konulmadan #p/ ekspresyonunu O6nemli derecede
arttirdig1 rapor edilmistir [26]. Arastirmacilar bu deneyler sonucunda yiiksek verim ve
yiksek saflikta L-DOPA sentezinde bu hiicrelerin olduk¢a uygun oldugunu
gostermislerdir [35].

Tirozinaz enzimi bakir-aljinat jel yontemi ile immobilize edilebilmektedir. ilgili

bir ¢alismada bu immobilize edilen enzimin konsantrasyonun 9.5 ve 4.5 mg/L ve L-
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DOPA konsantrasyonunun ise 1.2 mg/L oldugu belirlenmistir. Oksijen varliginda L-
DOPA iiretiminin 6.4 kat arttig1 saptanmistir [163].

Diger bir ¢alismada ise L-DOPA iiretiminin oksijen ve ortamdaki L-DOPA
konsantrasyonunudan da etkilendigi belirlenmistir. L-DOPA konsantrasyonun
ImM’dan daha diisiik oldugu kinetik modelde kompetatif inhibisyon ile L-DOPA
tiretiminin de %50 azalis oldugu saptanmistir. Oksijen basincinin 21 kPa’dan 50 kPa’ya

¢ikarilmasi durumunda L-DOPA {iretiminde %10 oraninda artig1 belirlenmistir [164].

Benzen gibi organik c¢oziigiilere karsi direngli oldugu bilinen Pseudomonas
aeruginosa NCTC 50182 yabanil susu ve pHS404 plazmidi tagiyan susu ile E. coli’nin
L-DOPA fiiretimi karsilastirmali olarak arastirilmistir. Pseudomonas aeruginosa yabanil
susunda L-DOPA, katekol ve benzene karsi katabolik aktivite bulunamamistir. Ancak
degisik konsantrasyonlarda benzen igeren reaksiyon karigiminda iiretilen P. aeruginosa
(pHS404) ile E. coli de TPL, TDO/TCGDH in aktivasyon firiinleri ol¢iilmiistiir. E.
coli’nin benzene olan etkisi ihmal edilerek TPL’nin konsantrasyonunun 10 mM oldugu
belirtilmistir. TDO/TCGDH aktivitesi benzenden olumsuz olarak etkilenmis, ama
inhibisyonunun etkisinin E. coli’den daha az oldugu gozlemlenmistir. P. aeruginosa
(pHS404) ise katekol tiretimi E. coli’ye benzer olmasina ragmen L-DOPA orani1 %50’si
kadardir. Bu da P. aeruginosa’daki TPL sentez seviyesinin E. coli’den daha diisiik

oldugunu gostermistir [165].

Baska bir calismada ise Aspergillus oryzae mutant susu (UV 7) ve yabanil
susunun (GCB-6) L-DOPA biyosentezi calisilmistir. UV mutanti ve yabanil susu
peletleri arasinda farklilik bulunmustur. Ancak diger taraftan Aspergillus oryzae UV—-6
susunda tirozinaz enziminin aktivitesinde ve morfolojisinde benzerlik oldugu
belirlenmistir. Miselyumun intraselliiler enzimi olan tirozinaz ile L-tirozinden L-
DOPA’ya biyokimyasal doniisiimiinde rol almaktadir. Mutant susun yabanil susa gore
3.72 kat daha fazla L-DOPA iirettigi gosterilmistir (parental 32.73 mg/mg mutant susta
95.71 mg/mg) [48].

Oksidatif stres Parkinson hastaliginin temelini olusturan ndrodejeneratif siiregte
biiylik bir rol oynamaktadir [83]. Cesitli deneysel ¢aligmalar L-DOPA’nin serbest
radikal olusumunu tetikledigi ve bunun sonucunda da bu radikallerin néronal hasara

sebep oldugu gosterilmistir [84, 85]. L-DOPA ile tedavi goren hastalar ile hem tedavi
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gormeyen Parkinson hastalart hem de saglikli insanlarin kan hiicrelerindeki serbest
radikal olusumlar1 karsilastirildiklarinda hidroksil radikallerinin (OH) olusumunun L-

DOPA ile tedavi goren hastalarda daha ¢ok arttig1 rapor edilmistir [86].

Bazi arastirmacilarin dopaminin bakteriyel sentezi ile ilgili yaptiklar1 bir
calismada da katekol, piriivat ve amonyaktan enzimatik bir sistemle dopamin sentezinin
iki basamakta gergeklestigini belirtmislerdir. Ik basamakta katekol, piriivat ve amonyak
katekoliin yiiksek konsantrasyonlardaki inhibitor etkisine kars1 direngli olan
Symbiobacterium sp. SC—1 bakterisinin TPL’si araciligryla L-DOPA f{iretilmis ve ikinci
basamakta ise bu sistemden saflastirilan L-DOPA sigan karacigerinden izole edilen
DDC enzimi ile in vitro bir diizenekle dopamine doniistiiriilmiistiir [18, 30]. Bu
calismada, katekoliin TPL iizerindeki inhibitdr etkisine benzer sekilde olusan L-
DOPA’nin DDC’yi belli oranda inhibe ettigi belirtilmistir. Bu nedenle boyle bir
doniisiim (L-DOPA—dopamin) i¢cin DDC’ye gore L-DOPA’ya ve diger katekollere
daha direngli olan ve ayni donilisimii katalizleyen Streptococcus faecalis bakterisinin
TDC’si kullanilmistir. Burada Symbiobacterium sp. SC—1 TPL’sini rekombinant E. coli
JM 105 bakterisine aktarilmis ve dopamin iiretimi i¢in asetonla kurutulmus S. faecalis
hiicreleri kullanilmigtir. L-DOPA geri-beslemeli bir fermentdr ile devamli katekol ve
piriivat ekleyerek 15 saatte 65 g/L elde edilmistir. 100 mM L-DOPA ve 0.15 mg/ml
asetonla kurutulmus S. faecalis hiicreleri igeren bir reaksiyon karisiminda dopamin
tiretiminin 1 saate kadar lineer olarak arttig1, fakat aniden maksimum aktivitenin 1/10°1
kadar bir azalma oldugu gozlemlenmistir. Muhtemelen bu azalma ortamda piridoksal
fosfatin (PLP) eksilmesinden dolayidir. Ortama 5 mg PLP eklendiginde orijinal
aktivitenin %70 oraninda arttifi gozlemlenmistir. TDC enzim aktivitesinin 9 saat
sonrasinda substrat eksikliginden dolay1 azaldig1 saptanmistir. Dopamin iiretiminde TPL
ve TDC enzimlerinin es zamanli olarak reaksiyona girmesi denendii zaman
tiretkenligin, enzimlerin ayr1 ayri reaksiyonlar1 gerceklestirdigi tiretkenlige gore cok
daha diisiik oldugu gozlemlenmistir. Ayrica S. faecalis hiicrelerinin tirettigi L-DOPA ve
dopamin HPLC yontemi ile saptanmustir [18].

Koyanagi ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada tipik olarak L-DOPA
tiretiminin tirozin destekli bir besi ortaminda kiiltiirii yapilan E. herbicola hiicrelerinin
coOktiirtilmesi ve hiicre peletinin enzim kaynagi olarak substratlarla (piriivat, amonyak ve
katekol) birlikte bir fermentore transferi gerceklestirilmistir. Boyle bir enzimatik
metodun kimyasal metoda gore cok daha kolay oldugu ve optik bir ayirmaya

gereksinim duyulmadigi rapor edilmistir. Ancak, L-DOPA’nin tirozinle kontamine
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olmasi nedeniyle enzimatik {iretimde bir sorun olusturdugu bildirilmistir. Her iki madde
de yapisal ve kimyasal olarak benzer oldugundan, bdyle bir kontaminasyonun son iiriin
olan L-DOPA’nm klinik uygulamalarinda biiyiik bir zorluk yarattig1 belirtilmistir. Bu
cesit olumsuzluklarin agilmasi icin E. herbicola ve C. freundii TPL geninin Oniine gii¢lii
promotorlar (6r. fac promotoru) eklenerek yiiksek eksprasyon vektorlerinin
olusturuldugu ve E. coli’ye aktarildigi rapor edilmistir. Besi ortamina IPTG (isopropyl-
b-D-thiogalactopyranoside) eklendiginde ise her iki bakteriden gelen TPL geninde
yiiksek bir eksprasyon goriilmiis olmasina ragmen, bu hiicrelerin L-DOPA iiretiminin
yabanil tip E. herbicola kadar olmadig1 saptanmistir. Dolayist ile bu hiicrelerin TPL
eksprasyon kapasitelerinin sirf gen dozaji ile aciklanabilecek bir olgu olmadigini
gostermektedir. Boyle olsaydi, tizerinde TPL geni tasiyan vektorlerle transformasyonu
gerceklestirilmis £. coli’de bu geni kromozomlarinda tek kopya halinde tagiyan dogal
konake1 hiicrelere (E. herbicola ve C. freundii) gore daha yiliksek TPL aktivitesi
gozlemlememiz gerekirdi. Bu da gostermektedir ki, L-DOPA iiretimi i¢in kullanilan
substratlarin (L-tirozin, katekol, amonyum ve piriivat) hiicre membranindan igeri
tasinim oranlar1 enzimin eksprasyon seviyesinde belirleyici bir rol oynamaktadir. E.
herbicola kromozomu iizerinde sadece bir kopya TPL geni bulundurmasina ragmen
bugiine kadar L-DOPA iiretimini en yiiksek diizeyde yapan bakteri olarak belirlenmis
olmast gen dozaj disinda bu tiir membran tasinim &zelliklerinin rol oynadigini
belirtmektedir. Dolayis1 ile TPL genini dogal olarak bulunduran E. herbicola ile bu geni
rekombinant olarak tasiyan E. coli hiicreleri TPL enziminin substratlarina ve bu enzimi
indiikleyen ajanlara kars1 farkli gegirgenlik potansiyellerine sahip olabilirler. Ayrica,
membran yapisini bozabilen katekollere karsi gosterdikleri direng bu tiir bir aktivite
farkindan kaynaklanmaktadir. Bu baglamda, bu hiicrelerin degisik katekolamin, katekol
ve katekol tiirevlerine direnglerinin arastirilmasi dnemli ipuglar verebilir. Ayrica, TPL
eksprasyonu ile ilgili regiilator faktorlerin ¢alisilmasi, TPL promotoru (Prp;) L-tirozin
iceren ortamda TyrR proteini tarafindan aktive edildigini gdstermistir. TyrR proteinin
aromatik amino asitlerin metabolizmasindaki rolii uzun zamandan beri bilinmektedir
[174].

Rekombinant E. coli’de lac raportdr sistemlerinin kullanilmasi ile TPL
eksprasyonunda hem TyrR proteini ve hem de cAMP reseptor proteini (CRP) rol
oynadigim1 belirtilmektedir. Bilindigi gibi TyrR proteinin en O6nemli fonksiyonu
aromatik amino asitlerin biyosentezi, transportu ve par¢alanmasindan sorumlu genlerin
regiile etmesidir. Bu regiilator protein karboksil ucuna yakin bir pozisyonda DNA’ya

baglanan heliks-doniis-heliks motifi tagir. TyrR’nin orta bolgesi ise o ’-bagimli
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promotora 6zgii bir dizi olup Prp;’ye baglanarak oOniindeki TPL genin aktivitesini
diizenlerken (daha ¢ok arttirir), amino ucu RNA polimeraza baglanmakla aktivator
olarak gorev yapmaktadir. Tirozin, fenilalanin ve triptofan bu regiilatér proteinin ko-
faktorleri olup hedef promotorlardan transkripsiyonu TyrR’nin DNA iizerindeki
baglanma konumuna gore pozitif veya negatif olarak etkileyebilmektedir. TPL geninin
regiilator bolgesinde (yani promotoru/operatorii iizerinde) i adet TyrR baglanma
bolgesi meveut olup ve iki ugtaki bu baglanma bdlgeleri ile ortadaki arasinda iki adet
CRP baglanma bolgesi mevcuttur. Dolayisi ile CRP’nin iki TyrR arasinda baglanmasi
DNA heliksinde yapisal bir katlanma yaparak iic adet TyrR dimeri bir araya
toplanmaktadir [175].

Bizim yaptigimiz ¢alismada, endiistriyel agidan dnemli fermentatif iiriinler olan
L-DOPA ve dopamin vgbh/VHDb sistemini iceren rekombinant mikroorganizmalar
kullanilarak mikrobial tiretimi ilk kez aragtirtlmistir. Ortam oksijenini tamponlamadaki
rolii ve onu kiiltiiriin ileri fazlarinda membran transferazlarina aktararak yash hiicrelerin
daha iyi bir solunum, biiyiime ve ¢ogalma karakteristigi saglayan VHb/vgb sistemi, bu
amag i¢cin 6nemli avantaj saglamaktadir. Erwinia herbicola (NRRL B-3466)’nin ve vgh
ve vgb' tasiyan vektorleri klonlanarak elde edilmis rekombinantlarinin degisik kiiltiir
kosullar1 ve fazlarinda L-DOPA ve dopamin {iretiminin nasil oldugu ve VHb nin buna
etkisi belirlenmistir. Bu ¢alisma kapsamindaki baglica hedefimiz bakterilerin hiicre igine
ve ortama saldiklari L-DOPA ve dopamin miktarlarinin nasil ve ne seviyede

olduklarinin belirlenmesidir.

30



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Arastirmada Kullanilan Kimyasallar ve Ayiraclar

Bu ¢alismada besiyeri hazirlamasinda kullanilan kimyasallar; trikloroasetik asit,
piridoksal fosfat, sodyum siilfit, sodyum dihidrojen fosfat, amonyum klorid, potasyum
fosfat (KP1i), tris-HCI, Nessler ayiract kimyasallar1 (Hgl,, KI, NaOH), metanol, L-
DOPA ve dopamin hidrokloriir analitik saflik derecesinde olup Sigma sirketinden; L-

tirozin, piriivik asit Acros sirketinden temin edilmistir.

3.1.1. Nessler Ayiraci

Nessler ayiract soliisyon A ve soliisyon B adi verilen iki soliisyonun
karisimindan olusur [166]. Soliisyon A, 35 g KI ve 50 g Hgl, igeren 200 ml bir soliisyon
iken, soliisyon B 50 g NaOH iceren 250 ml’lik soliisyondur. Soliisyon A ve B
sogutulduktan sonra soliisyon B soliisyon A’ya eklenmis ve bu karigim (Nessler ayiraci)
1siktan korunacak sekilde koyu renkli siseler i¢erisinde karanlikta muhafaza edilmistir.

Renk olusumu ve olabilecek presipitasyon ic¢in bu sekildeki bir muhafaza en az
bir hafta siire ile yapilmistir. Bu siireden sonra ayiracin renklenmis (sari-turuncu) olan

stvi kismi (dipte olusan ¢ozeltiye dokunulmadan) kullanilmastir.

3.2. Arastirmada Kullanilan Besiyerleri

Bu calismada zengin bir besi ortami olan Luria-Bertani (LB) (pH 7.0), besinsel
acidan fakir bir minimal ortam (M9) ve bu her iki ortamin %0.1 tirozin i¢eren formlari
kullanilmigtir. Her iki besiyerinin igerigi Cizelge 3.1. ve Cizelge 3.2. de verilmistir.
Besiyerleri 20 ml 100 ml erlenlerde olacak sekilde hazirlanmis ve 121°C’de 1 atm
basing altinda 20 dakika otoklavize edilmislerdir.

Ortamlara eklenen azot ve karbon kaynaklar1 (M9 i¢in) ise stok soliisyonlar olarak
ayr1 otoklav edilmis (karamelizasyonu onlemek i¢in) ve oda sicakligina gelen besi

ortamlarina istenen son konsantrasyonlar1 verecek sekilde ilave edilmislerdir.

31



Cizelge 3.1 Luria-Bertani (LB) Besiyerinin Igerigi (g L)

NaCl 10
Pepton 10
Yeast ekstrat 5

%0.1 L-tirozin (otoklav sonrasi)

Cizelge 3.2 Medium 9 (M9) Besiyerinin igerigi (g L™)

Na,HPO, 6
KH,PO4 3
NaCl 0,5
NH.4CI 1

Otoklav Sonrast Eklenen Stok Solusyonlarin Igerigi (mlL™)

0,01 M MgS04.7H,0 10
0,01M CacCl, 10
Glukoz (%20) 10

%0.1 L-Tirozin

3.3. Arastirmada Kullanilan Bakteriler

Bu ¢alismada ikiside gram-negatif bakteri olan Enterobacter aerogenes ve Erwinia
herbicola (NRRL B-3466) bakterileri kullanilmistir. Erwinia herbicola L-DOPA ve
dopamin tiretimi ile bilinen bir bakteridir. Bu bakteri Amerikan Tarim Bakanligi Kiiltiir
Koleksiyonundan (USDA Culture Collection, Peoria, Illinois, USA) bakteri stok
kiltiirlerinden sorumlu kiirator Dr. Alejandro Rooney tarafindan tarafimiza
saglanmistir. Enterobacter aerogenes’in iki rekombinantindan pUCS plazmidini tagiyan
Ea[pUC8] olarak, aym1 plazmidin vgh geni tasiyan formu ise Ea[pUCS8:15] olarak
adlandirilmaktadir. E. aerogenes’in vgb ve vgb™ rekombinant suslarmdan plazmidler
izole edilmis, bu vektorlerin L-DOPA veya dopamin iiretimleri ile bilinen Erwinia
herbicola 3466 susuna transformasyonu yapilip L-DOPA ve dopamin lizerindeki etkisi

arastirilmistir.
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3.4. Bakteri Stoklarinin Hazirlanmasi

(Calismada kullanilan bakterilerin uzun siireli stoklar1 ayni zamanda % 20 gliserol
(v/v) iceren sivi Luria-Berteni (LB) besi ortami i¢inde yapilmislardir. Bunun igin
konakg¢1 bakteri (E. aerogenes ve E. herbicola) sivi LB icinde g¢ogaltirken, bunun
rekombinantlar1 100 pg/ml amfisilin igeren LB ortaminda inkiibe edilmislerdir. Bu
sekilde hazirlanmis olan hiicre slispansiyonlar1 -20 C’de muhafaza edildiler. Bu sekilde
hazirlanan stoklarda hiicrelerin 2 yil kadar canliliklarin1 koruduklari belirlenmistir.
Ancak, her calismada kullanilan bakteriler bu stok kiiltiirlerden degil, LB ve
rekombinantlar igin amfisilin iceren LB agar plakalar {izerine ekilen ve + 4 °C’de
muhafaza edilen hiicrelerden taze pasajlar alinarak yapilmistir. Transformasyon
isleminin tamamlanmasindan sonra L- DOPA ve dopamin sentezinin ¢alisilacag: hiicre
kiiltiirleri de bu pasajlardan alinmistir. Tiim ¢aligmalar sivi besi yerine ekilen veya ayda

bir pasajlar1 alinan taze kiiltiirler kullanilarak yapilmstir.

3.5. Arastirmada Kullanilan vgb Klonlarn

Bu calismada kullanilan E. aerogenes’in vgb rekombinantt bu geni bir pUC

plazmidi {izerinde bulunmaktadir (Sekil 3.1). E. aerogenes’in vgb™ rekombinanti
“Ea[pUC8:15]” olarak adlandirilmaktadir. Ea[pUC8:15] susu 665 baz ciftine sahip
pUCS plazmidinin multi klonlama bdlgesindeki Hind III restriksiyon bolgesine yaklagik
2.3-Kb’lik promotoru ile beraber vgb geni tasiyan Vitreoscilla genomik fragmani
klonlanmas1 ile olusturulmus bir rekombinant bakteri susudur. [pUCS8:15] plazmidinin
biiyiikliigii yaklagik 5-Kb’dir [167].

Sphi

Pstl Hindill

pUC8:15
5086 bp

Amp R

Sekil 3.1. pUCS8 ve pUCS:15 plazmidlerinin fiziki haritast.
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3.6. Uygun Bakteri Suslarinin Eldesi ve Klonlama Calismalar:

Calismada plazmid izolasyonu, transformasyonu ve restriksiyon haritalamasi i¢in
standart protokoller kullanilmigtir. Bu g¢aligmada ikiside gram-negatif bakteri olan
Enterobacter aerogenes ve Erwinia herbicola (NRRL B-3466) bakterileri
kullamilmustir. Enterobacter aerogenesin iki rekombinantindan pUCS plazmidini tagiyan
Ea[pUC8] olarak, aynm1 plazmidin vgh geni tasiyan formu ise Ea[pUCS8:15] olarak
adlandirilmstir.

E. aerogenes’in vgb klonlanmis rekombinant suslarindan plazmidler izole
edilerek, VHb kaynagi olarak L-DOPA veya dopamin iiretimleri ile bilinen E. herbicola
3466 suslarina transformasyonlari ¢alisilmistir. Plazmidlerin restriksiyon haritalarindan
bu vektorlerin istenen vektorler olup olmadigi arastirilmistir. Bazi transformantlardan
elde edilen plazmidlerin minipreplerinden onlarin uygun plazmidi igerdikleri
kanitlanmistir. Calisilan plazmidlerin genel 6zellikleri Sekil 3.1°de gosterilmistir. Bu
calismada kullanilan E. aerogenes’in vgb rekombinanti bu geni bir pUCS8 plazmidi
lizerinde tagimakta ve yeni plazmid pUCS:15 olarak adlandirilmaktadir. Hedeflenen
biitiin Erwinia herbicola rekombinantlar1 elde edildikten sonra, bu rekombinant suslar
ile vgb igermeyen (vgh’) suslarin ve yabanil susglarin L-DOPA veya dopamin iiretme
karakteristikleri karsilagtirmali olarak arastirilmistir. Bu amacla orijinal suslarin ve
onlarm vgh™ ve vgh™ rekombinantlarinin L-DOPA veya dopamin iiretim potansiyelleri
cesitli fiziksel (1s1, oksijen) ve kimyasal kosullar (degisik besi ortamlar1) altinda
arastirtlmistir. Elde edilen muhtemel transformantlardan tekrar plazmid izolasyonu

yapilarak dogrulugu yapilmstir.

3.6.1. Plazmid izolasyonu icin bakterilerin kiiltiirii

Vitreoscilla hemoglobin (VHb) geninin (vgb) kaynagi olarak bu geni plazmid
vektorler tizerinde tasiyan E. aerogenes rekombinantlart kullanilmistir. Negatif
kontroller elde etmek i¢in ayni plazmidin vgb (yani vgb geni tagimayan) formunu
tasiyan rekombinantlarindan bu plazmidler izole edilmistir. Bunun igin taze bir pasaj
iizerindeki bir koloniden alinan 6rnek 100 pg ml™ amfisilin igeren 20 ml sivi LB igine
ekilerek gece boyunca inkiibasyona birakilmistir. Bu gece kiiltiirleri santrifiij edilerek,

peletler plazmid izolasyonu i¢in kullanilmigtir.
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3.6.2. Plazmid izolasyonu (miniprepler)

Yukaridaki  sekilde kiiltiirii  yapilan E.  aerogenes’in  vgh' ve vgh
rekombinantlarindan plazmid izolasyonu standart alkali-lizis yontemi kullanilarak
yapilmustir [168]. Bu ydntemle yaklasik 1 pg plazmid DNA’st ile 5 x 10°%- 2 x 10’

transformant elde edilebildigi saptanmistir. Izlenen standart protokol asagidaki gibidir:

1.  Gece boyunca inkiibasyonu yapilan kiiltiirlerden 1.5 ml bir Eppendorf tiipe
aktarilarak 10,000-rpm’de 3 dk. santrifiij edilmis ve silipernatan atilarak pelet
plazmid izolasyonu i¢in muhafaza edilmistir.

2. Pelet 100 pl soguk Cozelti I (GTE) ile sulandirilip 30 sn. vortekslendikten sonra 5
dk. oda sicakliginda bekletilmistir.

3. Taze olarak hazirlanmis 200 ul Cozelti II (NaOH/SDS) eklenip tiip alt-iist
edildikten sonra 5 dk. buz i¢inde bekletilmistir.

4.  Karisima 150 pl oda sicakligindaki Cozelti 111 (potasyum asetat) eklenerek tekrar
vortekslenmis ve 5 dk. buzda bekletilmistir.

5. Karisim 10,000 rpm’de +4 C° de 3 dk. santrifiij edildikten sonra siipernatan temiz
bir tipe aktarilmis ve 0.8 ml %95 etanol eklenerek 2 dk. oda sicakliginda
bekletildikten sonra 3 dk. 10,000 rpm'de santrifiij edilmis ve siipernatan atilmistir.

6.  Peletin iizerine 1 ml % 70 etanol eklenerek yikama isleminden sonra tekrar
santrifiij edilmis ve pelet inkiibatorde 37 °C de yarim saat kurumaya birakilmustir.

7. Yukandaki pelete 30 ul steril TE tamponu eklenerek ¢oziilmiis ve DNA soliisyonu

ileriki ¢alismalar i¢in +4 °C " de muhafaza edilmistir.

Buradaki alkali-lizis yontemi ile plazmid izolasyonu i¢in kullanilan soliisyonlarin
stoklar1 ve hazirlaniglar1 asagidaki gibidir:

e 10 ml GTE soliisyonu

e 1.5 ml NaOH/SDS soliisyonu (taze hazirlanmis)

e 100 ml 5 M potasyum asetat soliisyonu

e 10 ml TE tamponu
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Bu soliisyonlar1 hazirlanis1 agagidaki sekilde yapilmistir:

GTE soliisyonu (Glukoz/Tris. HCVEDTA)
50 mM glukoz
25 mM Tris-HCI, pH 8.0
10 mM EDTA

GTE soliisyonu hazirlandiktan sonra otoklav edildi ve 4°C de muhafaza
edilmistir.
NaOH/SDS soliisyonu
0.2 N NaOH
%1 (w/v) SDS

Bu soliisyonun taze hazirlanmast gerekir.

Potasyum asetat soliisvonu (5 M, pH 4.8)

29.5 ml glasiyel asetik asit
KOH peletleri (pH 4.8 oluncaya kadar)
70.5 ml H,O
TE (Tris/EDTA) Tamponu
10 mM Tris.HCI, pH 8.0
I mM EDTA, pH 8.0

TE soliisyonu otoklav edildikten sonra 4°C de muhafaza edilmistir.
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3.6.3. Plazmidlerin restriksiyon kesilimi ve agaroz jel elektroforezi

Uygun restriksiyon enzimleri ile muamele edilerek kesilen yukaridaki
plazmidlerin restriksiyon haritalar1 agaroz jel elektroforezi ile belirlenmistir. Jellerin
hazirlanmasinda ve yiriitiilmesinde 50X stok TAE tamponu kullanilmistir. Bu

tamponun litredeki igerigi asagidaki gibidir (L™):

e 242 g Tris baz (pH 8.5)
e 57.1 g glasiyel asetik asit
e 37.2 g EDTA (pH 8.0)

Jeller ve yiiritme tamponu bu stokun 1X’ seyreltilmis soliisyonu ile
hazirlanmiglardir. Jellerin hazirlanmasi ve yiiriitiilmesi genel olarak asagidaki protokole

gore yapilmistir [168].

1. Minijjeller toplam 100 ml jel soliisyonu ile yapilmislardir. Bunun i¢in 98 ml
dH,O’ya 2 ml 50X TAE tamponu eklenmis ve agarozun jeldeki konsantrasyonu
%1.25 (w/v) olarak hazirlanmistir. Bu karisim mikrodalga firinda agaroz tamamen
eriyip sollisyon berraklasincaya kadar kaynatilmis ve sollisyonun 1sis1 yaklagik
60-70 °C’ye diisiince etidyum bromidin stok (10 mg/ml) soliisyonundan 10 ul
eklenerek hava kabarcigi veya kopiirme olmayacak sekilde hafifce karigmasi
saglanmustir.

2. Yukaridaki jel soliisyonu temiz ve kuru bir jel dokiim kalibina (15 x 15 cm,
Biorad) tarak dislerini kapatacak kalinlikta dokiilerek yaklasik 30 dk.
beklenmistir.

3. Jel, dokiim kalibr ile beraber jel yiiriitme tanki i¢ine alinarak taraklar ¢ikarilmis ve
jeli yaklagtk 0.5 cm kapatacak miktarda jel yiiriitme tamponu tanka
doldurulmustur.

4.  Bu esnada plazmidlerin restriksiyon muameleleri yapilmistir. 100 pl TE tamponu
icerisindeki eritilmis plazmid Orneklerinden 10 pl alinip steril eppendorflara
konulmus ve tizerine 2 pul HindIII tamponu ve 2 pl HindIII enzimi eklenmistir.

5. Karisim 37 °C de 2 saat su banyosunda bekletildikten sonra i¢inde izleme boyasi

olarak brom fenol blue bulunan yiikleme tamponundan 5 pl eklenmistir.
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10.

Restriksiyon enzimi ile muamele gormiis plazmid DNA’s1 ve yine uygun
restriksiyon enzimleri ile dnceden kesilmis ve standart markir olarak kullanilan
lambda (A) DNA’s1 uygun kuyucuklara eklenerek jel elektroforezi sabit voltaj
(50-70 Volt) ve akimda (20-25 mA) gerceklestirilmistir.

Minijellerin yiiriitiilmesi bu sartlar altinda genel olarak 4-5 saat zaman almis ve
bu siirenin sonunda izleme boyasinin iki bileseninden hafif olaninin jelin sonuna
kadar yiiriimesinin beklenmesinden sonra elektroforez islemine son verilmistir.
Jeldeki DNA bantlasma motifi UV 1s1k altinda floresan 151k yayan etidyum
bromiir ile belirlenmis ve elektroforetogramlari yapilmstir.

Boyama isleminden sonra jel yiizeyi ¢ok koyu boyandigi takdirde, bantlarin net
olarak goriilebilmesi i¢in jeller ek bir yikamadan gegirilmislerdir [173].
Plazmidlerin restiksiyon bantlagmasindan istedigimiz DNA fragmanlarinin
bulunup bulunmadigi A DNA’sinin bilinen fragmanlar ile olusturulan standart

egriler yardimi ile bulunmuslardir.

Yukaridaki sekilde hazirlanan jelin fotograflar1 gekilerek, jel tizerindeki plazmid

DNA fragmanlar1 (bantlari)nin biiyiikliikleri (baz ¢ifti sayisi veya kilobaz olarak),

restriksiyon fragman biiyiikliigii bilinen A DNA’s1 standardinin logaritmik egrisinden

bulunmuslardir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. HindIIl ile kesilmis A pUCS8 plazmidinin agaroz jeldeki restriksiyon

fragmanlari.
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Sekil 3.3. HindIII ile kesilmis A (1), pMK79 plazmidi (2-4) ve pMKS57 (5-7) ve
pUCS:15 plazmidinin (8-10) agaroz jeldeki restriksiyon fragmanlari. i¢i dolu iiggenle
() gosterilen bant 2.7-kb biiyiikliigiindeki pUCS8 plazmidine ait iken, i¢i bos iiggenle
(<1) gosterilen bant 2.3-kb biiyiikliigiindeki par¢a vgh genine aittir (A DNA’s1

fargmanlarin1 gosteren rakamlar kb olarak verilmistir).

3.6.4. Bakterilerin yeni vektorlerle transformasyonu

E. aerogenes’in vgb  (Ea[pUCS8]), vgb™ (Ea[pUC8:15]) rekombinantlarindan
izole edilmis olan plazmid vektorlerin, L-DOPA ve dopamin iiretmeleri ile bilinen
Erwinia herbicola *ye transformasyonlari standart CaCl,-1s1 soku metodu ile yapilmistir
[169].

Bakteri kiiltiirleri taze pasajlardan alinan kolonilerden yapilmistir. Bunun igin,
pasajlardan bir koloninin bir kismi 6ze ile alinarak 20 ml LB igeren 125 ml kapasiteli
erlenlere ekim yapilmis ve gece boyunca calkalamali kosullarda (200-rpm) 37 °C’de
inkiibe edilmistir. Bu gece kiiltiirlerinden yeni LB besi ortamina 1/100 inokulum (6r; 20
ml LB igeren erlenlere 200 pl gece kiiltiirii) transfer edilerek ODgoo degeri yaklasik 0.5
olana kadar ayni kosullarda inkiibe edilmislerdir. Plazmidlerin transformasyonu i¢in bu
logaritmik faz kiiltiirleri kullanilmistir. Bu hiicrelerin eksojen kaynakli DNA
molekiillerini (yani yukarida izole edilen plazmidleri) i¢ine almalari i¢in Oncelikle
kompetan duruma getirilmeleri gerekir. Bu ¢alismada bunun icin asagidaki CaCl,

yontemi kullanilmustir.
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3.6.4.1.Kompetan hiicre olusturulmasi

Kompetan hiicre olusturulmasi (hiicrenin eksojen kaynakli bir DNA molekiiliinii
icine almasi i¢in yapilan islem) standart CaCl, yontemi [169] ile asagidaki protokol
cercevesinde gergeklestirildi.

1. Gece boyunca (1518 saat) 37 °C 200 rpm’de kiiltiirii yapilan hiicrelerden 100 pl
ornek (inokulum) alinarak 20 ml LB igeren erlenlere ekim yapildi ve bu kiiltiirler
yine ¢alkalamali sartlarda (160 rpm) ve 37 °C’de Agoo degeri yaklasik 0.5 olana
kadar inkiibe edildi.

2. Yukaridaki optik yogunluga ulasan erlenler bir buz kabina gomiilerek 10 dk.

bekletildikten sonra, eppendorf tiiplerine kiiltiirler pipetlendi ve sogutmali (4 °C)

santrifiijde 5,000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilerek siipernatan atildi.

Bu islem 2 defa tekrarlandi.

Soguk 10 mM NaCl’den 1 ml peletlerin {izerine pipetlendi ve peletler ¢ozdiiriildii.

5 dk. 5,000 rpm’de 4 °C’de santrifiij edildi.

Toplanan pelete 0.5 ml soguk 0.1 M CaCl, eklenerek 20 dk. buz iistiinde

S

tutulduktan sonra 4 °C 5.000 rpm’de yine 5 dk. santrifiij edildi ve yine pelet
muhafaza edildi.
7. Toplanan pelet 150 pl soguk 0.1 M CaCl, iginde siispanse edilerek transformasyon

i¢in hemen kullanildi.

3.6.4.2. Hiicrelerin transformasyonu

Yukaridaki sekilde elde edilen kompetan hiicrelere vgb ve vgb" genlerini tastyan
plazmidinin aktarimi (transformasyonu) literatiirdeki standart “is1 soku” protokoliine
gore asagidaki sekilde yapildi.

1. Siispansiyonun iizerine 0,1-1 ug DNA igeren 2 pul DNA soliisyonu eklendi ve
buzda 1 saat bekletildi.

2. Tiipler 42 °C’deki bir su banyosuna alinarak 2 dk. tutulduktan sonra tekrar buza
gomiilerek 10 dk. bekletildi.

3. Tiipler 1 ml LB eklenerek hafifce calkalandiktan sonra 37 °C’de yaklasik 1 saat
inkiibe edildiler.

4. Hiicreler amfisilin (100 pg/ml) iceren agar petri kaplarina 200 pl olarak transfer
edilerek cam ¢ubukla yayildiktan sonra inkiibatore kaldirilarak en az 18 saat siire ile

inkube edildiler.
40



3.6.4.3. Rekombinant klonlarin se¢ilimi

Elde edilen rekombinant kolonilerin gozle goriilebilir bir biiytlikliige ulasmalarinin
en az 18 saatlik bir inkiibasyonu gerektirdigi belirlenmistir. Rekombinant kolonilerden
igne 6ze ile alinarak 20 ml LB-amp (100 pg/ml amfisilin iceren LB ortami) ortamina
ekim yapildiktan sonra calkalamali kosullarda (200-rpm) 37 °C’de gece boyunca
inkiibasyona birakildi ve sadece rekombinant bakterilerde mavi-yesil renkli pigment
olan piyosiyanin iiretikleri gézlemlendi (Sekil 3.4).

Antibiyotige (amfisilin) direng saglayan gen sayesinde transformantlar ilgili
antibiyotigi igeren ortamlarda olusturduklar1 “satellit” koloni morfolojilerinden
secilerek bunlarin gercek transformant olup olmadiklarini anlamak icin restriksiyon
haritalamas1 yapilmis ve vektorlerin basarili bir sekilde transform edildiklerini
kanitlanmistir. Bunun i¢in standart alkali-lizis yontemi kullanilarak yapilmigtir [172].
Uygun restriksiyon enzimleri ile muamele edilerek kesilen plazmidlerin restriksiyon

haritalar1 agaroz jel elektroforezi ile belirlenmistir (Sekil3.6).

Sekil 3.4. Rekombinant bakterilerde piyosiyanin pigmenti

Sekil 3.5. Rekombinant bakterilerden izole edilen plazmidlerin agaroz jeldeki

restriksiyon fragmanlari.
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3.7. L-DOPA ve Dopamin Sentezi I¢cin Bakteri Kiiltiirleri

Bakterilerin pasaj yapildig1 plakalardan bir koloninin bir kismi alinarak 20 ml
LB igeren 100 ml kapasiteli erlenlere ekim yapilmis ve gece boyunca c¢alkalamali
kosullarda (200-rpm) 37 °C’de inkiibe edilmislerdir. Bu gece kiiltiirlerinden yeni besi
ortamlarma %1 inokulum (Or; 20 ml LB igeren erlenlere 200 pl gece kiiltiirii) transfer
edilerek inkiibasyona (24 saat 200-rpm, 37 °C) birakilmiglardir. TPL enzimi tirozin ile
indiiklendigi icin bazi ¢alismalarda bakterileri inokiile etmeden once besiyerine %0.1

konsantrasyonda tirozin soliisyonu eklenmistir.

3.8. Kiiltiir Ortamindaki Toplam Biomas Belirlenmesi

Hiicre kiiltiirlerinde ¢ogalma indikatorii olarak toplam ortam tiirbiditesinin optik
densitesi kullanilmigtir. Bunun i¢in belirlenmis kiiltiir fazlarinda kiiltiiriin optik densitesi
600 nm dalga boyunda kaydedilmistir. ODgp9 > 0.5 oldugu zaman kiiltiirler uygun
sekilde (1/5 veya 1/10) diliisyon yapilarak degerleri kaydedilmistir. Hiicrelerin hepsi
duragan fazlardan geldiklerinden bu tiir bir biyokiitle belirlemesi canli hiicre sayilar ile
iliskili degildir. Ancak, bu tiir bir dl¢iimii yapmamizdaki amag hiicre ektraktlarmin
hazirlanmasinda esit OD degerlerini saglayarak esit miktarda biyokiitle’yi sonifiye

etmek i¢indir.

3.9. Kiiltiir Supernatantlarinin Saklanmasi

Kiiltiirler belli zaman siirelerince inkiibe edildikten sonra santrifiij tiiplerine
transfer edilmis ve 10,000 xg'de +4 °C’de 5 dakika santrifiij edilmislerdir. Santrifiij
sonrasi elde edilen supernatantlardan 1’er ml alinmis ve aliiminyum folyo ile kaplanmis
Eppendorf tiiplerine konularak hiicre dis1 L-DOPA ve dopamin tayini i¢in HPLC ile

olgiim yapilana kadar +4 °C saklanmiglardir.

3.10. Hiicre Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Yukaridaki santrifiij edilen kiiltiirlerin pelletleri bu boliimde hiicre i¢i L-DOPA ve
dopamin {iretimi ve TPL aktiviteleri i¢in kullanilmiglardir. Peletler 0.05 M KPi
tamponunda (pH 8.6) iki kez yikandiktan sonra ayni tamponda Agy =10 olacak sekilde
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tekrar siispansiyon yapilmistir. Bu siispansiyonlar bir ultrasonifikatdr (Soniks vibra cell)
ile 40 saniye sonifikasyon, 20 saniye buz iizerinde inkiibasyon olacak sekilde toplam 3
dakika sonifiye edilerek ultrasonik hiicre ekstraktlar1 hazirlanmistir. Hiicre ekstraktlari
10,000 xg ve 4 °C’de 5 dakika santrifiij edilerek supernatantlardan 1’er ml alinip
aliminyum folyo ile kaplanmis Eppendorf tiiplerine konulmustur. Hiicre i¢ci L-DOPA ve
dopamin seviyesi analizinin yapildigi ve TPL enzim aktivitesinin belirlendigi bu

siipernatanlar HPLC ile 6l¢iim yapilana kadar +4 °C*de muhafaza edilmislerdir.

3.11. Tirozin Fenol Liyaz Enziminin Tayini

TPL enzim aktivitesi, bu enzim tarafindan L-tirozinin fenol, piriivat ve amonyaga
yikilmasindan agiga ¢ikan amonyagin belirlenmesine dayanan ve yaygin olarak

kullanilan Nessler reaksiyonu ile belirlendi [170].

1. Toplam 1 ml olan reaksiyon karisimi 5 mM L-tirozin ve 0.1 mM piridoksal fosfat
(PLP) iceren 800 ul 0.05 M KPi (pH 8.6) ve 200 pl hiicre ekstraktindan
olusmaktadir.

2. Her bir 6rnek icin paralel hazirlanmis korlere ekstrakt konulmadan 6nce 0.1 ml 1.5
M trikloroasetik asit (TCA) konularak hiicre proteinlerinin (dolayis: ile TPL’ nin)
denatiirasyonu saglanmustir.

3. Ornekler ve bunlara kars1 gelen kérleri 37 °C’de 30 dk. inkiibasyona birakildiktan
sonra ornek tiiplerine 0.1 ml 1.5 M trikloroasetik asit (TCA) konularak reaksiyon
durdurulmustur.

4. Reaksiyon karistmi daha sonra 10,000 xg’de 5 dk. santrifiij edilerek 500 pl
slipernatant 1.75 ml distile su iceren tiiplere transfer edilmistir. Bu karisima 250 pl
Nessler ayiraci eklenerek toplam hacim 2.5 ml yapilmis ve karisim vortekslenerek,
20 dk. oda sicakliginda tutulmustur.

5. Bu siire sonunda olusan renk yogunlugu degerleri o renge 6zgii olan 480 nm dalga

boyunda korlerine kars1 okunarak kayit edilmistir.

Bir TPL enzim finitesi (U), 37°C’de 1 dakikada 1 umol amonyak agiga ¢ikaran
enzim miktar1 olarak tanimlanirken, spesifik aktivite (SA) miligram toplam hiicre
proteininde bulunan enzim iinitesi olarak ifade edilmistir. Orneklerdeki amonyak

konsantrasyonu, daha dnce amonyum siilfatla hazirlanmis olan standart egri yardimu ile
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hesaplanmistir. Bu metodla amonyak belirleme alt smirt yaklasik 10 uM olarak
belirlenmistir. Orneklerdeki total protein miktar;, sigir serum albumininin (BSA)

standart olarak kullanildigi bradford metoduna gore yapilmustir [171].

3.12. L-DOPA ve Dopaminin HPLC ile Analizi

Hem hiicre i¢i hem hiicre dis1 elde edilen L-DOPA ve dopamin miktar1 Agilent
1100 HPLC cihaz1 ile Olclilmistir. Analizler c¢izelge 3.3’de verilen cihaz
parametrelerine gore gergeklestirilmistir. Burada 1000 mg/L (1000 ppm)’lik stok L-
DOPA ve dopamin ¢ozeltileri, kalibrasyon i¢in ara stok standartlar 10-200 mg/L (10—
25-50-100-200) araliginda hazirlanmistir.  Kalibrasyon egrileri hem L-DOPA ve
dopamin i¢in dig standart kullanilarak elde edilmislerdir. Bu kalibrasyon egrileri i¢in
korelasyon katsayilar1 genel olarak > 0.99 diizeyinde olmustur. Analizlerde her bir
ornegin ii¢ tekrar1 hazirlanarak ol¢iilmiis ve elde edilen verilerin aritmetik ortalamalari
alinarak sonucglar hesaplanmistir.  Her analiz Oncesi standart grafikler ¢izilerek
kalibrasyon yenilenmis ve her bir analizin gergeklestirilmesi ve pesinden kolonun

temizlenmesi 20 dakikalik bir siireyi aldig1 saptanmustir.

Cizelge 3.3 HPLC cihazi analiz parametreleri.

Parametre

Kolon SGE Cig (4,6 x 250 mm,5um)

Dedektor Diyot Array Dedektor (DAD)
Cozgen karisim (ml)
20 mM Fosfat Tamponu pH: 3.0 / Metanol (97 / 3)

Cozgen akis hiz1 (ml/dk) 1.0
Kolon sicakhigi (°C) 25
Tayin yapilan dalga boyu (nm) 280
Hesaplama kriteri Pik alam
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Dopamin, bilgileri bir hiicreden digerine iletmede gorev yapan Onemli bir
norotransmitterdir. Beyinde dopamin hiicrelerinin ni¢in hasara ugradigi heniiz tam
olarak bilinmemektedir. Yeterli miktarda dopamin sentezlenmedigi taktirde hareket ve
denge islevleri olumsuz etkilenerek Parkinson hastaliginin semptomlar1 ortaya
cikmaktadir. Ayrica hastaligin ortaya cikmasinda yaslanma siireci zemininde olasi
kalitsal ve gevresel faktorlerin birlikte rol oynadig: bilinmektedir.

Dopamin sentezinin oksijenle énemli 6l¢ilide regiile oldugu konusunda yeterince
literatiir bilgisi bulunmaktadir. Diger yandan, dnemli bir bakteriyel hemoglobin olan
Vitreoscilla hemoglobin de oksijenle regiile olan ve karbon katabolit baskilanmaya
maruz kalan bir genle (vgb) ifade edilmektedir.

Bu calisma boyunca L-DOPA ve dopamin iiretmesi ile bilinen Erwinia herbicola
(NRRL B-3466)’nin ve onun pUCS plazmidini tagiyan rekombinanti ile ayn1 plazmidin
vgb tasiyan vektorleri klonlanarak elde edilmis rekombinantlarinin degisik kiiltiir
kosullar1 ve fazlarinda tirozin fenol liyaz (TPL) aktivitesi, L-DOPA ve dopamin iiretme

kapasiteleri karsilastirmali olarak caligilmasi esas alinmustir.

4.1. HPLC ile L-DOPA ve Dopamin Ol¢iimii

L-DOPA ve dopamin iiretimi i¢in analizi yapilacak olan 6rneklerin HPLC ile
Olclimii yapilmadan once L-DOPA ve dopamin standart grafikleri olusturulmustur.
Standart grafikler ara ¢alisma konsantrasyonlarinda L-DOPA ve dopaminin ayr1 ayr1 ve
birlikte hazirlanarak cihaza verilmesi ve olusan spektrumlara gore gergeklestirilmistir.
Elde edilen spektrumlar hem standart grafikler olusturulurken hem de Orneklerinin
analizi yapilirken st iiste ¢akistirilarak analizin hassasiyeti stirekli kontrol edilmistir.
Orneklerin analizi bu standart spektrumdan olusturulan kalibrasyon grafigi baz almarak

gergeklestirilmistir.
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4.2. Farkh Kiiltiir Kosullarimin ve Fazlarimin L-DOPA Uretimi Uzerindeki Etkisi

Bakteriler zor kosullar altinda enerjitik sebepler ve diger nedenlerden dolay1
(karbon kaynagi ve azot eksikligi) iirettikleri L-DOPA’nin bir kismini hiicre i¢inde
tutarlar. Ancak, L-DOPA birincil derecede hiicre disina (besi ortamina) atilan bir
metabolittir. Bu nedenle L-DOPA {iretimi ayr1 ayr1 olarak hiicre i¢i ve hiicre dis1 olarak
belirlenebilir.

Bu kisimda farkli inkiibasyon zamanlarindan ve farkli ortamlardan gelen biitiin E.
herbicola 3466 yabanil susu ve onun vgh' rekombinant susu ile vgb icermeyen (vgh’)
suslarin L-DOPA ve dopamin iiretim karakteristikleri aragtirilmistir. Kiiltlir ortamlar1 ve
fazlar1 i¢in belirlenmis olan TPL aktivitesinin bu bakteri tarafindan L-DOPA ve
dopamin iiretimlerine nasil yansidigini anlamak ancak bu sekilde miimkiin olmustur.
Benzer sekilde, hiicreler tirozin iceren ve igermeyen LB ile tirozin igeren ve icermeyen
M9 ortamlarinda {i¢ farkl kiiltiir fazina kadar inkiibe edilmis, hiicre i¢i ve hiicre dis1

(besi ortamina salinan) L-DOPA ve dopamin miktarlari belirlenmistir.

4.2.1. LB Ortaminda Rekombinant Bakterilerin L-DOPA ve Dopamin Uretimi

Zengin bir besi ortami olan LB’de kiiltiirii yapilan E. herbicola bakterisinin
yabanil suglari ile bu bakterinin pUCS8 plazmidini tasiyan rekombinanti ve ayni
plazmidin vgbh geni tasiyan formu olan pUCS:15 plazmidini tasiyan rekombinant
hiicrelerinin L-DOPA ve dopamin miktarlar1 Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Hiicre i¢i ve hiicre dist (kiiltiir ortamina salinan) L-DOPA {iretimi 24. saat
kiiltiirlerinde 12. ve 48. saat kiiltlirlerine gore daha fazla oldugu belirlenmistir.
Dolayisiyla bundan sonraki yaptigimiz ¢aligmalarda L-DOPA {iretimi i¢in inkiibasyon
zamani 24 saat olarak sec¢ilmistir. LB ortaminda hem E. herbicola’ya vgb geni
klonlanmis (vgb ") rekombinant susu ile vgb geni igermeyen (vgh’) susu yabanil tipi ile
kiyaslandiginda hiicre i¢i L-DOPA ve dopamin miktarinda 6nemli bir artis oldugu
saptanmistir.

Ayni1 ortamin vgb geni tastyan E. herbicola [pUCS8:15] rekombinatinin hiicre i¢i L-
DOPA ve dopamin miktarlar1 yabanil konakgisi ile karsilagtirildiginda sirasi ile 2.8 kat

ve 101.6 kat daha fazla oldugu belirlenmistir. Yani vgb geni tagiyan rekombinantinin
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hiicre i¢i L-DOPA ve dopamin miktar1 yabanil susuna gore Onemli Olgiide artis

gostermistir (Sekil 4.1 (b)).
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Sekil 4.1. LB ortaminda Erwinia herbicola 3466, Erwinia herbicola 3466 [pUCS8] ve
Erwinia herbicola 3466 [pUCS8:15]’nin 24 saate hiicre dis1 (a) ve hiicre i¢i (b) L-DOPA

(@) ve dopamin (4) miktarlar.
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4.2.2. LB-Tirozin Ortaminda Rekombinant Bakterilerin L-DOPA ve Dopamin

Uretimi

Zengin bir besi ortami olan LB’ye L-tirozinin %0.1 oraninda eklenmesi L-DOPA
ve dopamin iiretiminde onemli bir artisa sebep olmustur. Bu ortamda kiiltiirii yapilan
yapilan E. herbicola bakterisinin yabanil susu ile bu bakterinin pUC8 ve pUCS:15
plazmidini tasiyan rekombinant hiicrelerinin L-DOPA ve dopamin miktarlart Sekil
4.2°de gosterilmistir.

LB ortamina %0.1 L-tirozin ilave edilmesi neticesinde E. herbicola 3466 hem E.
herbicola 3466 [pUCS8] hem de E. herbicola 3466 [pUCS:15] ile kiyaslandiginda L-
DOPA ve dopamin miktarinda énemli bir artis oldugu saptanmistir. Bu bakterinin vgb
geni klonlanmis (vgb") rekombinanti yabanil susuna gore hiicre i¢i dopamin miktarmin
2 kat daha fazla oldugu saptanmustir.

E. herbicola’nin hem yabanil susu hem de rekombinantlarinin iiretikleri L-
DOPA’nin belirli bir kism1 hiicre i¢inde tutulurken fazla iiretilen L-DOPA hiicre disina
salinmaktadir. LB ortaminda kiiltivasyondan gelen rekombinant bakteriler hiicre disina
hiicre i¢indeki kadar L-DOPA saldiklar1 belirlenmistir. LB ortamina %0.1 tirozin
eklendiginde iiretim arttifindan hiicre digina salinan L-DOPA ve dopamin miktarinda

da artis gozlenmektedir (Sekil 4.2).

400

‘-,'_7." H [ -DOPA

'én 350 1 i dopamin

£ 300 - I

g

o 250

=]

a

g 200
g

o 150 -

Q

- 100 -

o

a

) 50 -

B
'% 0 1 T T T T T

Eh 3466 Eh 3466 Eh 3466

(a) (puCS8) (pUC8:15)

48



80
70 H L-DOPA

60 - i dopamin

50 - I
40 -
30 -
20 -

10 A

0 1 T T T T 1

Eh 3466 Eh 3466 Eh 3466
(b) (puC8) (pUC8:15)

Hiicre ici L-DOPA ve Dopamin, {mg L)
—

Sekil 4.2. LB + %0.1 tirozin ortamlarinda Erwinia herbicola 3466, Erwinia herbicola
3466 [pUCS] ve Erwinia herbicola 3466 [pUCS8:15]’1n 24 saate hiicre dis1 (a) ve hiicre
ici (b) L-DOPA (@) ve dopamin («) miktarlari.

4.2.3. E. herbicola’nin ve Rekombinantlarinin Farkh Kiiltiir Kosularindaki L-

DOPA ve Dopamin Uretim Kapasitesi

Zengin bir besi ortam1 olan LB ortamina L-tirozinin % 0.1 oraninda eklenmesi
enzim seviyesinde 6nemli artisa sebep olmustur. LB + % 0.1 tirozin ortaminda hem E.
herbicola’nin  pUCS8 plazmidini tasiyan ve aym plazmidin vgbh geni tasiyan
rekombinantlar1 LB ortamindakilerle kiyaslandiginda L-DOPA ve dopamin
miktarlarinda 6nemli bir artis oldugu saptanmustir. Sekil 4.3°de E. herbicola ve
rekombinant hiicrelerinin LB ve LB + %0.1 tirozin ortamlarinda iirettikleri hiicre i¢i ve
hiicre dis1 L-DOPA ve dopamin miktarlar1 verilmistir.

L-tirozinin L-DOPA iiretimini indiikleyici etkisi hiicre i¢i ve hiicre dis1 L-DOPA
icin farkli olmustur. E. herbicola’nn vgh geni klonlanmis (vgbh') rekombinant
bakterisinde L-tirozin iceren LB kiiltiirlerde bu amino asiti icermeyen LB kiiltiirlerine
gore hiicre disi L-DOPA iiretiminin 1.13 daha fazla oldugu saptanmistir. Yine E.
herbicola’nin vgb geni igermeyen (vgb’) rekombinant bakterisinde L-tirozin iceren LB
kiiltiirlerde bu amino asiti icermeyen LB Kkiiltiirlerine goére hiicre disi L-DOPA

tiretiminin ise 1.12 daha fazla oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Erwinia herbicola 3466, Erwinia herbicola 3466 [pUCS8] ve Erwinia
herbicola 3466 [pUCS8:15]’1n 24 saate LB (@) ve LB + %0.1 tirozin (4) ortaminda hiicre
dis1 L-DOPA miktari.

Sekil 4.4’da gosterildigi gibi L-tirozinin dopamin iiretimini indiikleyici etkisi
hiicre i¢i ve hiicre dis1 dopamin miktarlarin da farklilik gosterir. E. herbicola 3466’ nin
L-tirozin igeren LB kiiltiirlerinin bu amino asiti icermeyen LB kiiltiirlerine gore hiicre
dist dopamin miktar1 kiyaslandiginda 6.24 kat artis saptanirken, E. herbicola
3466[pUC8:15]’1n L-tirozin iceren LB kiiltlirlerinin bu amino asiti icermeyen LB
kiiltiirlerine gore hiicre dis1 dopamin miktar1 23.75 kat daha fazla oldugu saptanmistir.
E. herbicola 3466[pUCS] L-tirozin iceren LB kiiltiirlerinin bu amino asiti icermeyen LB
kiiltiirlerine gore hiicre dis1 dopamin miktar1 ise 14.4 kat daha fazla belirlenmistir. vgh
geni klonlanmis (vgh ") rekombinant bakterisinin hiicre ici dopamin miktarmin ise %31

kadar1 oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.4. Erwinia herbicola 3466, Erwinia herbicola 3466 [pUCS] ve Erwinia
herbicola 3466 [pUCS8:15]’1n 24 saate LB (@) ve LB + %0.1 tirozin (4) ortaminda hiicre

dis1 (a) ve hiicre i¢i (b) dopamin miktarlari.

Zengin bir besiyeri olan LB ve fakir bir besiyeri olan minimal besi (M9) ortami
ile bunlarin tirozin igeren besiyeri ortamlar1 gibi farkli kiiltiir kosullarindaki Erwinia
herbicola 3466 ile E. herbicola 3466[pUCS8] ve E. herbicola 3466[pUCS8:15]’in hiicre
ici ve hiicre disi L-DOPA ve dopamin iiretimi Sekil 4.5° de gosterilmistir. Calismada
kullanilan LB besiyerine tirozin eklendiginde L-DOPA ve dopamin iiretiminde artis
gbzlenmigtir. Bu artisin L-tirozin ilave edilmis M9 ortamu ile kiyaslaninca, LB + % 0.1
tirozinin ortaminda daha ytiksek diizeyde oldugu gozlenmistir.

E. herbicola’nin yabanil susunun LB ortaminda iirettigi hiicre disgt L-DOPA ve
dopamin miktar1 M9 ortamindaki ile kiyaslandiginda sirasiyla 34.27 ve 13.03 kat
oldugu saptanmistir (Sekil 4.5 (a,d)). E. herbicola 3466[pUCS:15] ise bu oran hiicre dis1
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L-DOPA’da 13.95 kat iken hiicre dis1 dopaminde 3.92 kat fazla oldugu belirlenmistir.
Benzer sekilde bu oran E. herbicola 3466[pUCS] hiicre dis1i L-DOPA 14.65 kat daha
fazlayken hiicre dis1 dopamindeki bu oran 3.88 kat olarak saptanmistir. Burada dikkat
ceken bir 6zellik her iki ortamda da hiicre i¢i L-DOPA miktarinin hiicre dis1 miktarinin
aksine birbirine yakin ¢ikmis olmasidir. Dolayist ile iki ortam arasinda toplam L-DOPA
miktar1 arasindaki fark tamamui ile hiicre dis1 L-DOPA’dan gelmektedir. Biitiin bunlar
gostermektedir ki, iiretilen L-DOPA’nin belirli bir kismi hiicre i¢inde tutulurken fazla
tiretilen L-DOPA hiicre disina salinmaktadir. LB ortamima %0.1 tirozin eklendiginde
tiretim arttigindan hiicre disina saliman L-DOPA miktar1 da buna paralel olarak
artmistir. M9 ortaminda ise hiicre disina salman L-DOPA miktar1 ¢ok azdir. Burada
bakterinin trettigi L-DOPA az oldugu icin hiicre gereksinim duydugu miktardaki L-
DOPA’y1 hiicre icinde tutmus, bu gereksinim disindaki az miktardaki L-DOPA’y1 ise

hiicre digina salmistir.
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Sekil 4.5. Erwinia herbicola 3466, Erwinia herbicola 3466 [pUCS] ve Erwinia
herbicola 3466 [pUCS8:15]’1n 24 saate M9 (&) ve LB (4) ortaminda hiicre dis1 (a) ve
hiicre ici (b) L-DOPA miktarlari, hiicre ici (c) ve hiicre dis1 (d) dopamin miktarlari.

4.2.4. Minimal Besi (M9) Ortaminda Erwinia herbicola ve Rekombinantlarimin L-

DOPA ve Dopamin Uretim Kapasitesi

Minimal besi (M9) ortaminda kiiltiirli yapilan E. herbicola 3466 ile E. herbicola
3466[pUC8] ve E. herbicola 3466[pUC8:15]’in L-DOPA ve dopamin miktarlart Sekil
4.6’da gosterilmistir.

M9 ortaminda hiicre i¢i L-DOPA miktarindaki artis oraninin E. herbicola [pUCS)]
rekombinati ile vgb geni tasiyan rekombinant1 yabanil susuyla kiyaslandiginda sirastyla
%35 ve %13.8 oldugu belirlenmistir. Minimal besi (M9) ortaminda hiicre i¢i dopamin
miktarindaki artis ise yine yabanil susuna gore E. herbicola [pUCS8] rekombinatinda 1.7
kat, vgb geni tastyan E. herbicola [pUCS8:15] rekombinantinda ise bu artisin 1.3 oldugu
saptanmistir (Sekil4.6).
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Sekil 4.6. Erwinia herbicola 3466, Erwinia herbicola 3466 [pUCS] ve Erwinia
herbicola 3466 [pUCS8:15]’in 24 saate M9 ortaminda L-DOPA (®) ve dopamin (u)

miktarlari.

Minimal besi (M9) ortamina L-tirozinin %0.1 oraninda eklenmesi ile E. herbicola
bakterisinin yabanil susunda hiicre dis1 L-DOPA ve dopamin miktar1 sirasiyla 3.22 mg
L' ve 4.78 mg L' olarak belirlenirken hiicre i¢i miktarlar1 L-DOPA’nimn 22.31 mg L™,
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dopaminin 35.66 mg L™ olarak saptanmistir. Ayrica M9 ortamimna L-tirozinin %0.1
oraninda eklenmesi E. herbicola 3466[pUCS8] ile E. herbicola 3466[pUCS8:15]
suslarinda kiremit kirmizisi pigment olan piyomelanin iiretimine neden olmustur.
Burada bakterinin tirettigi L-DOPA’y1 hiicre gereksinim duydugu miktarda hiicre i¢cinde
tutmusg, bu gereksinimin disindaki L-DOPA’y1 ise tirozinaz enzimi piyomelanine

doniistiirmiistiir.

Sekil 4.7. Uretilen L-DOPA tirozinaz enziminin aktivasyonu ile piyomelanine

donistiigii diisiiniilmektedir.

4.3. Farkh Kiiltiir Kosullarimin ve Kiiltiir Fazlarimin Tirozin Fenol Liyaz (TPL)

Enzimi Aktivitesi Uzerine EtKisi

Calismanin bu kisminda hem Erwinia herbicola 3466 hem de E. herbicola
3466[pUCS]ile E. herbicola 3466[pUCS8:15]’1n farkli kiiltiir kosullar1 altinda TPL
aktivitesinin nasil degistigi arastirtlmistir. Caligmalarimizda L-tirozin eklenen
ortamlarla L-tirozin igermeyen kontrol ortamlar1 karsilastirilmis ve hem minimal hem
de zengin besi ortaminda bu enzimin aktivitesi belirlenmistir. Arastirmanin bu kisimda
ayrica farklh kiiltiir fazlarindaki E. herbicola ve rekombinantlarinin 12. ve 24.

PR

saatlerdeki hiicrelerin TPL aktivitesinin nasil degistigi de arastirilmistir.
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4.3.1. LB Ortaminda Erwinia herbicola nin Farkh Fazlardaki Tirozin

Fenol Liyaz (TPL) Aktivitesi

Zengin bir besi ortami olan LB’de kiiltiirii yapilan E. herbicola 3466 ile E.
herbicola 3466[pUCS8]ve E. herbicola 3466[pUCS8:15]’in farklt fazlardaki TPL
aktivitesi Sekil 4.8’ de gdsterilmistir.

LB ortaminda hem E. herbicola’nin pUCS8 plazmidini tasiyan ve E. herbicola
3466[pUC8:15] yabanil susu ile kiyaslandiginda TPL aktivitesinde Onemli bir artig
oldugu saptanmistir. Bu artis orant E. herbicola [pUC8:15] rekombinatinin geng
hiicrelerinde (12 saat) yabanil konakg¢iya gore (E. herbicola) 1.3 kat artis oldugu
belirlenmistir.  Ayni  ortamin vgh geni tasiyan E. herbicola [pUCS:15]
rekombinantlarinin yasli hiicrelerinde de (24 saat) benzer bir egilim gozlenmis ve 30 kat
daha fazla TPL aktivitesi gozlenmistir. Diger bir deyimle vgh geni tasiyan
rekombinantinin enzim aktivitesi zamana bagli olarak 6nemli 6lgiide artis gostermistir.
Bu bakterinin vgb geni tasiyan rekombinantin en yiliksek enzim aktivitesi 24 saatteki

hiicrelerde oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.8. Erwinia herbicola 3466, Erwinia herbicola 3466 [pUCS] ve Erwinia
herbicola 3466 [pUCS8:15]’1n 12 saat (@)ve 24 saate (4) LB ortaminda TPL aktivitesi.
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4.3.2. LB-Tirozin Ortaminda Erwinia herbicola *nin Farkh Fazlardaki Tirozin

Fenol Liyaz (TPL) Aktivitesi

Zengin bir besi ortami olan LB ortamina L-tirozinin %0.1 oraninda eklenmesi
enzim seviyesinde Onemli artisa sebep olmustur. LB-tirozin ortaminda hem FE.
herbicola[pUC8] hem de E. herbicola 3466[pUCS8:15] yabamil suslann ile
kiyaslandiginda TPL aktivitesinde 6nemli bir artis oldugu saptanmistir (Sekil 4.9). Bu
artis oranint E. herbicola 3466[pUCS:15] rekombinantlarinin yash hiicrelerde (24 saat)
yabanil susa gore 5 kat daha fazla oldugu saptanmistir. Bu da bize vgb geni tasiyan
rekombinantin enzim aktivitesinin zamana bagh olarak Onemli Ol¢liide artis
kazandirdigin1 gostermistir. Bu sekilde bakterinin vgbh geni tasiyan rekombinantin en
yiiksek enzim aktivitesi 24 saatteki hiicrelerde oldugu belirlenmistir.

L-tirozinin TPL enzimini indiikleyici etkisi olduk¢a barizdir. Tirozin ilavesi
yapilan ortamda E. herbicola [pUCS:15] rekombinatinin 12 saatte kiiltivasyondan gelen
hiicreleri ile bu amino asiti icermeyen LB ortammin ayni fazindaki hiicreler
kiyaslandiginda 2.2 kat daha fazla aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu ortamdaki artis
oranin1 E. herbicola [pUCS:15] rekombinantlarinin yash hiicrelerde (24 saat) yabanil

susa gore 5 kat daha fazla oldugu saptanmustir. (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Erwinia herbicola 3466, Erwinia herbicola 3466 [pUCS8] ve Erwinia
herbicola 3466 [pUCS:15]’1n 12 saat (@) ve 24 saate (4) LB+ %0.1tirozin ortamindaki
TPL aktivitesi.
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4.3.3. Minimal Besi (M9) Ortaminda Erwinia herbicola’nmin Tirozin Fenol Liyaz

Aktivitesi

Minimal besi (M9) ortaminda kiiltiirli yapilan E. herbicola 3466 ile E. herbicola
3466[pUCS8] ve E. herbicola 3466 [pUCS8:15]'m TPL aktivitesi Sekil 4.10° da
gosterilmistir. Bu ortama L-tirozinin % 0.1 oraninda eklenmesi TPL eksprasyonu
tizerinde indiikleyici bir etki yaptigi goriilmektedir. Ancak, bu ortamda TPL’nin
tirozinle indiiklenme orant LB ortamina goére ¢ok daha diisiik kalmistir. Ayrica, bu
ortamda kiiltiire edilen hiicreler LB ortaminda kiiltiire edilen hiicrelere gore oldukca
diisiik enzim aktivitesi gostermislerdir.

Enzim aktivitesi hem minimal (M9) ortamda ve hem de L-tirozinle desteklenen
M9 ortaminda belirlenmistir. 12. saatte tirozin ilave edilmis kiiltiirlerde TPL enzim
aktivitesinde artis orani minimal ortamla kiyaslandiginda E. herbicola [pUCS]
rekombinatin 1.52 kat ve vgb geni tasiyan rekombinantinda ise 1.59 kat oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Erwinia herbicola 3466, Erwinia herbicola 3466 [pUCS] ve
Erwinia herbicola 3466 [pUCS8:15]’in 12 saate M9 (&) ve MO+ %0.1tirozin (4)
ortamindaki TPL aktivitesi.
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Ayni ortamin yash hiicrelerinde de (24 saat) benzer bir egilim gozlenmistir. E.
herbicola yabanil susunda 2.1 kat artarken, E. herbicola [pUCS8:15]’de ise 2.02 kat artis
oldugu belirlenmistir. Diger bir deyimle vgb geni tasiyan rekombinantinda enzim
aktivitesi geng hiicrelerde tirozine bagli olarak énemli dl¢iide artis gdstermistir (Sekil

4.11).
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Sekil 4.11. Erwinia herbicola 3466, Erwinia herbicola 3466 [pUCS] ve Erwinia
herbicola 3466 [pUCS8:15]’in 24 saate M9 (&) ve MO-tirozin (4)ortamindaki TPL

aktivitesi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Yasadigimiz yiizyilin en 6nemli teknolojik devrimlerinden biri olarak kabul
edilen genetik miihendisligi, insanligin gelecegini etkileyecek olgular arasinda
sayillmaktadir. Molekiiler biyoloji ve gen teknolojisindeki bas dondiiriicii gelismelerin
kisa siirede yasama gecirilmesiyle insan sagligindan tarima, kimya miihendisliginden
cevre korumaya, gida iiretiminden enerji sektoriine kadar yasamin hemen hemen her
alaninda etkisini hissettirmektedir.

Endiistriyel agidan 6nemli fermentatif iiriinler olan L-DOPA ve dopaminin VHb/
vgb sistemini i¢eren rekombinant mikroorganizmalar kullanilarak mikrobial tiretimi bu
calismada ilk kez aragtillmistir. Erwinia herbicola nin yabanil susu ile bu bakterinin
pUCS plazmidini tasiyan rekombinant1 ve ayni plazmidin vgb geni tasiyan formu olan
pUCS:15 plazmidini tasiyan rekombinant hiicrelerinin L-DOPA ve dopamin {iretim
yetenegi 1ile tirozin fenol liyaz (TPL) enzim degisimi karsilagtirmali olarak
aragtirtlmistir. VHb/vgb sisteminin, ortam oksijenini tamponlamadaki rolii ve kiiltiiriin
ileri fazlarinda membran transferazlarina aktarilarak yasli hiicrelere daha iyi bir
solunum, biiyiime ve ¢ogalma yetenegi saglamasi 6nemli avantajdir.

Kiiltiir ortami1 olarak zengin bir besi yeri olan LB ve minimal bir ortam olan M9
besi ortamlar1 kullanilmistir. Ayrica, L-tirozinin L-DOPA ve dopaminin olugumunda
oncill olmasinin yani sira tirozin fenol liyaz (TPL) enziminin ifadesini indiiklemesi
sebebiyle besiyerlerinde L-tirozin de eklenmistir. L-tirozinin %0.1°lik konsantrasyonda
etkili oldugu saptanmistir. Bu konsantrasyonun altinda TPL aktivitesinde onemli artis
gbzlenmezken, iistiinde hiicre cogalmasinin negatif etkilendigi saptanmistir. Bu durum,
bu amino asitin membran iizerine olas1 negatif etkisinden kaynaklanmis olabilir. Lyte ve
ark. (1992-1993) c¢alismalarinda, L-tirozin ve ondan gelen katekol, katekolamin ve
tiirevlerinin hidrofobik yapilar1 nedeniyle membran biitlinliigiiniin ve boylece membran
elektrik potansiyelinin bozulmasina neden oldugunu belirtmislerdir [65, 172].

Yapilan ¢aligsmada tiim besi yerlerinde en yliksek L-DOPA iiretiminin 24 saatlik
kiiltiirlerle elde edilebilecegi belirlenmistir. Bu madde gibi substratlardan (katekol,
katekol tiirevleri, L-tirozin) olusan maddeler, ileri kiiltiir fazlarinda islenmektedir ve
ayrica L-DOPA ve dopamin olusan bu iirlinler besin ve enerji kaynagi olarak da
kullanilabileceklerini belirtilmektedir. Schweigert ve ark. bakteri kiiltiir ortamlarina

eklenen bu maddelerin bakteriler tarafindan kolayca metabolize edilerek onlarin
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cogalmasina katkida bulundugunu belirlemislerdir [173]. Buna bagl olarak, ¢aligmada
L-tirozin 12 saatlik hiicrelere 6. saate, 24 saatlik hiicrelere ise 12. saate eklenmistir.

TPL enzim sentezinin tirozinle indiiklenmesi L-DOPA {iretimi i¢in avantaj
saglamaktadir. Tirozinin ¢oziindiigii pH degeri ya cok diisiik ya da ¢ok yiiksektir. Notral
pHda tirozin hemen hemen ¢oziinmemektedir. E. herbicola’nin iireme ortaminin pH
degeri ise notral veya bazik degerlere yakin olmalidir. Bu durum ortama konulacak
tirozin miktarini sinirlamaktadir. Bu nedenle bu calismada kullanilan tirozin miktari
(%0.1) bakteri kiiltiirizasyonu i¢in gerekli olan optimum kosullar1 degistirmeyecek
diizeyde hazirlanmgtir.

L-DOPA viicutta hayati 6nem tasiyan ndrotransmisyon olaymi gerceklestiren
norotransmitter grubuna dahil olan katekolaminlerin (dopamin, ndrepinefrin ve
epinefrin) sentezinde Onciil molekiildiir. L-DOPA’nin Parkinson hastaliginda temel ilag
olarak kullanilmasi ve her yil 250 tondan fazla L-DOPA’ya ihtiya¢ duyulmasi bu
molekiiliin sentezinin ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir. Ayrica hastalik
septomlarinin artmasit ve hastalifin goriildiigli yas grubunun 50-60 yas grubundan 30—
40 yas grubuna diismesi daha fazla L-DOPA’ya ve ayrica mevcut sentez
mekanizmalarimin ~ yaninda  alternatif mekanizmalara da ihtiya¢ duyulacagini
gostermektedir [21]. Bu calismada elde edilen sonuglar, 6zellikle rekombinant
bakterilerde L-DOPA lehine 6nemi bir artis oldugunu gostermektedir.

L-DOPA sentezinden sorumlu olan TPL enzimi bakterilerin iireme ortaminda
tirozinin bulunmasiyla indiiklenmektedir. Dolayisiyla L-DOPA sentezinde tirozin
Oonemli bir yere sahiptir. Katayama ve ark. (2000) yaptiklar1 bir ¢aligmada tirozin
varliginda p/ promotorunun TyrR proteini ile aktive edildigini saptamislardir. TyrR’nin
aromatik amino asit metabolizmasi i¢in gerekli olan genlerin regiilasyonunda merkezi
bir rol oynadig1 bilinmektedir. Aragtirmacilar TyrR genini mutasyona ugrattiklarinda
ortama tirozin konulmadan bakterilerin énemli derecede p/ ekspresyonu yapabildigi
gostermiglerdir. Yiiksek verim ve yiiksek saflikta L-DOPA olusmasi i¢in bu
rekombinant hiicrelerin olduk¢a uygun oldugu disiiniilmektedir. Ayrica L-DOPA
sentezinden sorumlu enzimler saflastirilarak sentetik bir ortamda L-DOPA iiretimi
gerceklestirilmistir. Sentetik ortamda yapilan tiretimde devamli pH kontrolii yapilmali
ayrica substrat, kofaktor ve koenzim miktarlarinin devamli ayarlanmasi gerekmektedir
[175].

Diger bir calismada ise ucuz bir fabrika atig1 olan benzenden L-DOPA {iretimi
yapilmistir. Bu ¢alismada hibrit bir yol izlenmistir. Bu hibrit yol benzenden katekol

iiretildikten sonra katekolden L-DOPA iiretimini i¢cermektedir. Benzenden katekol
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tiretimi i¢in iki enzim gerekmektedir. Bunlar toluen dioksigenaz (TDO) ve toluen cis-
glikol dehidrogenaz (TCGDH) enzimleridir. Katekolden L-DOPA iiretimi i¢in ise TPL
enzimine ihtiya¢ vardir. Bu ii¢ enzimin genleri bir plazmide aktarilarak E. coli ve P.
aeruginosa’ya transforme edilmistir. Ancak belirli bir seviyenin iizerinde olusan katekol
ve benzen bu rekombinant bakteriler etkilenmektedirler. Bu nedenle etkili bir L-DOPA
tiretimi yapilamamistir [162].

Bakterilerde su ana kadar L-DOPA ve dopamin iiretimi mutant veya rekombinant
hiicreler olusturarak ya da saf enzimler kullanarak yapilmistir. Olusturulan sentetik
ortamlarda etkili iiriin elde edilebilmistir. Fakat boyle bir ortamda devamli olarak
kontroliin ve optimum kosullarin saglanmasi her zaman miimkiin olmayabilir.

Yapilan bu calismada L-DOPA ve dopaminin VHb/vgh sistemini igeren
rekombinant mikroorganizmalar kullanilarak tiretimi saglanmistir. Erwinia herbicola
3466 ile E. herbicola 3466[pUCS8] ve E. herbicola 3466[pUC8:15]’in L-DOPA ve
dopamin miktarlar1 ile tirozin fenol liyaz (TPL) enziminin aktivitesi karsilastirmali
olarak arastirilmistir. Calismalar sonucunda Vitreosilla hemoglobin genin ortam
oksijenini tamponlamadaki rolii ile kiiltlirlin ileri fazlarinda membran transferazlarina
oksijeni aktararak yashi hiicrelere daha iyi bir solunum, biiyiime ve c¢ogalma
karakteristigi saglayarak onemli bir avantaj sagladigi belirlenmistir.

E. coli’de 200°den fazla genin ortam oksijen seviyesi ile direk iliskili olarak
regiile olduklar1 sanilmaktadir. Bu ¢alismanin konusunu olusturan vgb geni de benzer
sekilde oksijenle regiile olan bir gendir. Bu genin promotorunun optimal aktivasyonu
icin FNR ile CRP’nin koordineli olarak promotor bolgedeki kendine 6zel DNA
bolgelerine baglanmalar1 gerekmektedir. Bu gen anaerobik sartlar altinda maksimum
diizeyde indiiklenmekle beraber, aerobik ortamlarda bu genin ekspresyonu
baskilanmaktadir.

Vitreosilla hemoglobin geninin klonlanmig oldugu tiim organizmalarda,
regiilasyonu oksijenle olan bir¢ok metabolit ve rekombinant proteinin sentezinde 6nemli
artts gdzlenmistir. Ozellikle, bakteri ve funguslarda VHb’nin hem solunumu hem de
bliylimeyi arttirma yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. Bundan dolayi, VHb
teknolojisi genel olarak oksijence fakir sartlarin bulundugu alanlarda ve olusumlar1 belli
kritik seviyede oksijen gerektiren biyoremediasyondan rekombinant protein iiretimine
kadar biitiin biyoproseslerde uygulama alani bulabilmektedir [26-28]. Ayrica “VHb
teknolojisi”nin kullanilmasi ile toksik aromatik bilesiklerin mikrobiyal oksidatif

yikimlarmin arttig1 rapor edilmistir [29].
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Yapilan bazi calismalarda VHb’nin Pseudomonas’larda biyoremediasyonu
arttirmada Onemli bir potansiyele sahip oldugu gosterilmistir [126, 127]. Bunun en
Oonemli nedenlerinden birisi de yabanil tiirlere oranla VHbD aktarilan tiirlerin daha yiiksek
oksijen alinimina sebep olmasidir [123, 128]. Vitreosilla hemoglobin ile ilgili olarak
yapilan diger calismalar degerlendirildiginde elde edilen bulgularla bu c¢aligmadaki
bulgular paralellik gostermistir.

Bu calismada dogal biiyiime ortaminda L-DOPA ve dopamin iiretmesi ile bilinen
Erwinia  herbicola (NRRL B-3466)’ya vgh™ genini ihtiva eden plazmid
transformasyonu yapilmis ve bunun yagh hiicrelerde daha iyi bir solunum, biiyiime ve
cogalma karakteristigi saglayarak L-DOPA ve dopamin iiretiminde 6nemli artisa neden
oldugu saptanmustir. Ayrica E. herbicola’ya vgb  olan Ea[pUCS8] plazmidinin de
transformasyonu yapilarak L-DOPA ve dopamindeki artisin aktarilan plazmiden mi
yoksa vitreosilla hemoglobin geninden mi oldugu da arastirilmistir. Ureme ortamlarina
eklenen tirozin ile L-DOPA ve dopamin miktarinda ile tirozin fenol liyaz (TPL)
enziminin aktivitesinde artis oldugu belirlenmistir.

E. herbicola ve rekombinantlarinin 12 ve 24 saat olmak {izere ii¢ farkli zamanda
kiiltiirii yapilmigtir. Bu sayede geng¢ ve yaglh hiicrelerdeki L-DOPA iiretiminin nasil
oldugu arastirilmistir. Ayrica bakteriler zengin besi ortami olan LB ve fakir besi ortami
olan M9’da iiretilerek L-DOPA ve dopamin iiretiminin hangi besi ortaminda daha 1yi
oldugu calisilmistir. Arastirmalar sonucunda LB ortaminda L-DOPA ve dopamin
{iretiminin 24 saatte maksimum oldugu belirlenmistir. vgh" genini tastyan Eh[pUC8:15]
bakterisinde hem L-DOPA hem de dopamin miktar1 arttig1 saptanmistir. L-DOPA ve
dopamin miktarlarinin yabanila gore sirasi ile 2.8 ve 101.6 kat daha fazla oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.1 (b)). Buda vgh™ geni tastyan rekombinant bakterinin hiicre igi
L-DOPA ve dopamin miktarinda 6nemli oranda artig oldugunu gdstermektedir. Ayrica
LB ortaminda iiretilen rekombinant bakterilerde (vgh’™ ve vgh') hiicre i¢i L-DOPA ve
dopamin miktar1 hiicre disinda (LB ortamina salinan) daha fazladir. Bu bakterilerin
tirettigi L-DOPA ve dopamini muhtemelen ileri kiiltiir fazlarinda besin ve enerji
kaynagi olarak kullanmak tizere depolanmistir. Rekombinant bakterilere fazladan bir
yiik olan plazmide gerekli proteinleri sentezlemek i¢in bu maddeler daha fazla hiicre
i¢inde tutulmus olabilir.

Tirozin Parkinson hastaliginin tedavisinde en etkili semptomik ilag olarak
kullanilan L-DOPA veya levodopa gibi 6nemli birgok bilesigin sentezini baslatan onciil
bir amino asittir [53-55]. LB’ye %0.1 L-tirozin ilave edilen ortamda E. herbicola 3466,

E. herbicola 3466[pUCS8:15] ile E. herbicola 3466[pUCS] suslar ile kiyaslandiginda L-
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DOPA ve dopamin miktarinda 6nemli bir artis oldugu saptanmistir. E. herbicola
3466[pUC8:15] yabanil susa gore hiicre i¢i dopamin miktarinin 2 kat daha fazla artis
gostermesi yukaridaki ¢aligmalarla biitlinlestirildiginde anlamli bir sonug teskil
etmektedir (Sekil 4.2).

E. herbicola’nin hem yabanil susu hem de rekombinantlarinin iretikleri L-
DOPA’nin belirli bir kismui hiicre i¢inde tutulurken fazla iiretilen L-DOPA hiicre disina
salinmaktadir. LB ortaminda kiiltivasyondan gelen bu bakteriler hiicre disina hiicre
icinde trettigi kadar L-DOPA saldiklar1 belirlenmistir. LB ortamina %0.1 tirozin
eklendiginde iiretim arttifindan hiicre disina salman L-DOPA miktarinda da artis
gozlenmistir (Sekil 4.3).

Tirozin fenol liyaz (TPL) genin ifadesi tirozinle indiiklenmekte ve buna bagh
olarak da L-DOPA iiretimi de artmaktadir [20, 21]. Yaptigimiz ¢alismadaki sonuglarda
bu ¢aligmalardaki bulgularla 6rtiismektedir. E. herbicola ve rekombinant hiicrelerinin L-
DOPA ve dopamin {iretiminin L-tirozin ile indiiklendigi belirlenmistir. LB ve LB +
%0.1 tirozin ortamlarinda irettikleri hiicre i¢i ve hiicre dist L-DOPA ve dopamin
miktarlar1 kiyaslandiginda L-tirozinin L-DOPA iiretimini indiikleyici etkisi hiicre i¢i ve
hiicre dis1t L-DOPA i¢in farkli olmustur. E. herbicola 3466[pUC8:15] L-tirozin igeren
LB Kkiiltiirlerde bu amino asiti igermeyen LB kiiltiirlerine gore hiicre dist L-DOPA
tiretiminin 1.13 daha fazla oldugu saptanmistir. E. herbicola 3466[pUCS8] L-tirozin
iceren LB Kkiiltiirlerde bu amino asiti icermeyen LB Kkiiltiirlerine gore hiicre dis1 L-
DOPA iiretiminin ise 1.12 kat daha fazla oldugu belirlenmistir (Sekil4.3).

L-tirozinin dopamin {iretimini indiikleyici etkisi de L-DOPA gibi hiicre ici ve
hiicre dist1 dopamin miktarlarinda farklilik gostermistir. E. herbicola 3466 L-tirozin
iceren LB kiiltiirlerde bu amino asiti icermeyen LB kiiltiirlerine gore hiicre dis1 dopamin
miktar1 kiyaslandiginda 6.24 kat artis saptanirken, E. herbicola 3466[pUCS8:15] L-
tirozin igeren LB kiiltiirlerde bu amino asiti icermeyen LB kiiltiirlerine gore hiicre disi
dopamin miktar1 23.76 kat daha fazla oldugu saptanmustir. E. herbicola 3466[pUCS8:15]
L-tirozin i¢eren LB kiiltiirlerde bu amino asiti icermeyen LB kiiltiirlerine gore hiicre dis1
dopamin miktari ise 14.4 kat daha fazla oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4 (a)).

LB ortam1 L-DOPA ve dopamin i¢in en uygun ortam olmasmin yaninda, bu
ortamla verilen L-tirozin M9 ortamina gore daha yiiksek diizeyde bir L-DOPA iiretimini
sagladig1 belirlenmistir. E. herbicola’nin yabanil susu LB ortaminda iirettigi hiicre disi
L-DOPA ve dopamin miktart M9 ortaminda firetilenin sirasiyla 34.27 ve 13.03 kat
oldugu saptanmustir. E. herbicola’nin vgbh geni klonlanmis (vgh') rekombinant

bakterisinde ise bu oran hiicre dis1 L-DOPA’da 13.95 kat iken hiicre dis1 dopaminde
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3.92 kat fazla oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde bu oran E. herbicola’nin vgh geni
icermeyen (vgb) rekombinant bakterisinde hiicre dist L-DOPA 14.65 kat daha
fazlayken hiicre dis1 dopamindeki bu oran 3.88 kat olarak saptanmistir (Sekil 4.5 (a,d)).
Burada dikkat ¢eken bir 6zellik her iki ortamda da hiicre i¢ci L-DOPA miktarinin biri
birine ¢ok yakin ¢ikmis olmasidir. Dolayist ile iki ortam arasinda toplam L-DOPA
miktar1 arasindaki bu fark tamamu ile hiicre dis1 L-DOPA’dan gelmektedir. Biitiin
bunlar gostermektedir ki, iiretilen L-DOPA’nin belirli bir kismi hiicre i¢inde tutulurken
fazla {retilen L-DOPA hiicre disina salinmaktadir. LB ortamina %0.1 tirozin
eklendiginde tiretim arttigindan hiicre digina salinan L-DOPA miktar1 da artmistir. M9
ortaminda ise hiicre digsina salinan L-DOPA miktar1 ¢ok az oldugu belirlenmistir.
Burada bakterinin {rettigi L-DOPA az oldugu i¢in hiicre gereksinim duydugu
miktardaki L-DOPA’y1 hiicre i¢inde tutmus, bu gereksinimi disindaki az miktardaki L-
DOPA’y1 ise hiicre disina saldigini bize gostermistir.

Bakterilerin biiylime ve ¢cogalmasinda sinirlayici bir rol oynayan minimal ortam
(M9) ortaminda hiicre dist L-DOPA ve dopamin miktarlar1 birbirine yakin ¢ikmustir.
Fakat bu ortaminda hiicre i¢ci L-DOPA ve dopamin miktarindaki artis gozlenmistir. L-
DOPA’da bu artis oran1 E. herbicola [pUCS8] rekombinati yabanil susuyla
kiyaslandiginda %35 kat ve vgh' geni tasiyan rekombinantinda ise %13.8 kat oldugu
belirlenmistir. Minimal besi (M9) ortaminda hiicre i¢i dopamin miktarindaki artis ise
yine yabanil susuna gére E. herbicola [pUC8] rekombinatinda 1.7 kat iken, vgh" geni
tastyan pUCS8:15 plazmidini bulunduran rekombinant hiicrelerininde bu artigin 1.30
oldugu saptanmistir. Buda VHb klonlanmis oldugu hiicrelerde daha iyi bir oksijen alim
ve kullanim potansiyeli kazandirirken [92, 136, 137] bu proteinin hiicre {ireme ve
cogalmasi tlizerine etkisinin oldugunu gdostermektedir [138-140]. Bu c¢alismadaki
sonuglar da vgh geninin biliylime ve ¢ogalmalarinda sinirlayict etki gosteren minimal
ortamda dahi daha iyi oksijen alim ve kullanim potansiyeli oldugunu gostermistir.

Ayrica calismamizda vgh' genini ihtiva eden plazmid transformasyonu
yaptigimiz Erwinia herbicola’ya ortam oksijenini tamponlamadaki rolii ve onu kiiltiiriin
ileri fazlarinda membran transferazlarmma aktararak yasgh hiicrelerin daha iyi bir
solunum, biiylime ve ¢ogalma karakteristigi saglayan VHb/vgh sisteminin, TPL
aktivitesi i¢in de Oonemli bir avantaj sagladig1 belirlenmistir. LB ortaminda hem E.
herbicola’nin vgb geni tastyan rekombinantlar1 yabanil susu ile kiyaslandiginda TPL
aktivitesinde dnemli bir artis oldugu saptanmustir. Bu artig orani E. herbicola [pUCS:15]
rekombinatinin geng hiicrelerinde (12 saat) yabanil konakgiya gore (E. herbicola) 1.3

kat artig oldugu belirlenmistir. Ayni1 ortamin vgb geni tasiyan E. herbicola [pUC8:15]
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rekombinantlarinin yasli hiicrelerinde de (24 saat) benzer bir egilim gozlenmis ve 30 kat
daha fazla TPL aktivitesi gozlenmistir (Sekil 4.8). Diger bir deyimle vgb geni tasiyan
rekombinantinin enzim aktivitesi zamana bagli olarak dnemli 6l¢iide artis gdstermistir.
Bu bakterinin vgb geni tasiyan rekombinantin en yiiksek enzim aktivitesi 24 saatteki
hiicrelerde oldugu belirlenmistir. LB ortamina L-tirozinin %0.1 oraninda eklenmesi
enzim seviyesinde 6nemli artisa sebep olmustur. Bu ortamdaki artis oranini E. herbicola
[pUC8:15] rekombinantlarinin yagl hiicrelerde (24 saat) yabanil susa gore 5 kat daha
fazla oldugu saptanmistir (Sekil 4.9).

L-tirozinin %0.1 oraninda eklenmesi TPL eksprasyonu iizerinde indiikleyici bir
etki yaptig1 goriilmektedir. Ancak, bu ortamda TPL’nin tirozinle indiiklenme oran1 LB
ortamina gore ¢cok daha diisiik kalmistir. Ayrica, bu ortamda kiiltiire edilen hiicreler LB
ortaminda kiiltiire edilen hiicrelere gore oldukga diisiik enzim aktivitesi gostermislerdir.

Bununla beraber enzim aktivitesi hem Minimal (M9) ortamda ve hem de L-
tirozinle desteklenen M9 ortaminda belirlenmistir. 12. saatte tirozin ilave edilmis
kiiltiirlerde TPL enzim aktivitesinde artis oran1 minimal ortamla kiyaslandiginda E.
herbicola yabanil susunda 2.9 kat, E. herbicola [pUCS8] rekombinatin da 1.5 kat ve vgb
geni tagiyan rekombinantinda ise 1.6 kat oldugu belirlenmistir (Sekil4.11).

Sonug olarak L-DOPA ve dopaminin bakteriyel sentezinde VHb/vgb sistemini
iceren rekombinant mikroorganizmalar kullanilarak vitreosilla hemoglobin genin ortam
oksijenini tamponlamadaki rolii ve kiiltiirlin ileri fazlarinda membran transferazlarina
aktararak yash hiicrelerin daha iyi bir solunum, biiylime ve g¢ogalma karakteristigi
saglayarak onemli bir avantaj saglamistir. Bu ¢aligma su ana kadar yapilan L-DOPA ve
dopamin sentez mekanizmalarindan farklidir. Calismada ilk kez tarafimizdan
olusturulan rekombinant bakterilerin dogal olarak L-DOPA ve dopamin sentezi
arastirilmistir. Metabolit iiretimi agisindan etkili bir teknigin kullanildig1 bu ¢alisma, bu
tekniklerle L-DOPA ve dopamin sentezlenin aktarilarabilecegini gostermektedir.

Eh[pUCS:15] hiicreleri L-DOPA ve dopamin iiretiminde etkili bir sekilde kullanilabilir.
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