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Vitreoscilla Hemoglobin Geninin Erwinia herbicola'ya
Klonlanmasi ve L-DOPA Uretimi Uzerine Etkisi’

Emel Aytan®, Asli Giray Kurt®, Hikmet Geckil®

Ozet

Yabanci organizmadaki faydal etkisi iyi sekilde belirlenmis olan Vitreoscilla
hemoglobinin (VHb) Erwinia herbicolada L-DOPA ve dopamin Gretimi Gzerindeki
etkisi arastinlmistir. VHb geni (vgb®) tasiyan rekombinantin sitoplazmik L-DOPA
seviyesi (97 mg L") konakgisindan (33.8 mg L) ve vgb kontrol susundan (35.8 mg
L") oldukca yilksek kaydedilmistir. Ayrica, E. herbicola vgb* rekombinantinin
dopamin seviyesi konakgisindan yaklasik 100 kat daha fazla bulunmustur. L-DOPA
ve dopaminin en yuksek seviyelerde L- tirozin eklenen zengin kultdr ortaminin ileri
kiltdr fazda (24 saat) gdzlemlenmigtir. Benzer sekilde, tirozin fenol liyaz aktivitesi de
en yUksek seviyede ayni kiltir fazinda belirlenmisti. Bu enzimin aktivitesinin
sitoplazmik L-DOPA ile iligkili oldugu saptanmistir. E. herbicola vgb* susunun yliksek
tirozin fenol liyaz aktivitesi ileri kltlr fazinda goéraimustar.

GIRIS

2000’leri geriye birakmaya basladigimiz yillarda ortalama insan émrinin artmasina
paralel olarak ileri yaslara 6zgu hastaliklar olan “nérodejeneratif” olarak adlandirilan
hastaliklar grubunda bir artis gézlenmistir. Nérodejeneratif hastaliklar, yalniz hastalar
ve onlara bakmakla yokimlG yakinlarinin yagsam kalitesini distrmekle kalmamakta,
ayni zamanda aile ve Ulke ekonomisine giderek artan bir yUk olusturmaktadir. 20.
yluzyll baslarinda 60 yas ve Ustl nlfus toplam dinya ndOfusunun ylzde 4°0UnU
olustururken, yeni ylzyllda 65 yas Ustl nOfusun ylzde 17’leri bulacagl tahmin
edilmektedir. Dolayisi ile yaslanma ile ortaya cikan hastaliklarin erken teshis ve
tedavisinin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir. ilerleyen vyasla goérilen nérodejeneratif
hastaliklarin en énemlileri demansin yani bunamanin en sik gérilen ve 6zglin bir
cesidi olan “Alzheimer Hastali§li” ve hareketlerde yavaslama ve ellerde titremeyle
giden “Parkinson Hastaligi”dir. Son yillarda bu hastaliklar (izerine yapilan ¢alismalar
sonunda bu tip hastaliklarin yashligin bir kaderi olmadigi, erken tani ve etkin
tedaviyle en azindan hastaliklarin ilerlemesinin durdurulup, temel hedef olan hasta ve
yakinlarinin yasam kalitesinin arttirilabilecedi ortaya konmustur. L-DOPA’nin
Parkinson Hastaligi’'nda temel ila¢ olarak kullaniimasi ve dopaminin kan basincini ve
kardiyak verimini artirmak amaciyla kullaniimasi bu bilesiklere olan ilgiyi arttirmistir.
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L-DOPA

L-DOPA (3,4-dihidroksi-L-fenilalanin), 1700 kisiden birinin yakalandigi énemli bir
noérodejenaratif hastalik olan Parkinson hastaliginin ve miyokardiyumu (kalp kasi)
izleyen ndérojenik yaralanmanin tedavisinde temel ilag olarak kullanilir (Sekil 1). L-
DOPA, adrenal medullada ve beyinde tirozin hidroksilazin (TOH) tirozini
hidroksilemesi sonucu olusmaktadir. Ayrica L-DOPA ndrotransmiter ve hormonlar
gibi énemli biyolojik fonksiyonu olan katekolaminlerin (dopamin, norepinefrin ve
epinefrin) biyosentezinde énemli bir dnculddr (1, 2).

ilk kez 1911 yilinda Visia faba (bakla) tohumlarinda izole edilen L-DOPA’nin biyolojik
olarak inaktif oldugu ileri strGlmustir. Daha sonra birgok arastirmaci tarafindan bu
maddenin Mucana pruriens tohumlarinda dogal olarak sentezlendigi belirlenmigtir (3-5).

1938’de L-DOPA dekarboksilaz (DDC) enziminin kesfi ile L-DOPA’ya olan ilgi
yeniden artmistir. Bu enzim, insan ve hayvan vicudunda L-DOPA’nin enzimatik
olarak dopamine dénisiminl kataliziemektedir (6). 1950’li yillarda Arvid Carlsson
Parkinson hastaligina benzer semptomlar gésteren farelerde ila¢g olarak L-DOPA’yi
kullanmig, bu semptomlarin azaldigini saptamis ve bu bulusu ile benzer konularda
arastirmalari olan Paul Greengard ve Eric Kandel ile birlikte “sinir sisteminde sinyal
iletimi” konusundaki kesif icin 2000 Nobel Tip Odlli almaya hak kazanmistir (7).
1968'de William Knowless rodyum ile kiral fosfinler kullanarak asimetrik
hidrojenasyonla L-DOPA sentezini gergeklestirmistir. Bu calisma da 2001 yilinda
Nobel Kimya Oduli’ne layik géraimustir (8). Dopaminden farkli olarak, L-DOPA’daki
kiralllk onun segici olarak kan-beyin bariyerini gecerek beyne geg¢mesini mimkin
kilmaktadir. Bu yuzden L-DOPA 1961°den itibaren Parkinson hastalarinin tedavisinde
en etkili ilag olarak kullanilagelmistir (9).

Son yillarda, dopamin &ncili olmasina ek olarak L-DOPA’nin merkezi sinir
sisteminde néromodulatér veya nérotransmiter olarak da rol aldigi rapor edilmigtir
(10, 11).
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Sekil 1. L-DOPA

DOPAMIN

Dopamin, memeli merkezi sinir sistemi ndérotransmitterleri olan ndrepinefrin ve
epinefrin  hormonlarinin  éncilidir (12). Dopamin, dopa dekarboksilaz (DDC;
aromatik L-amino asit dekarboksilaz, EC 4.1.1.28) enzimi aracihgi ile L-DOPA’dan
sentezlenmektedir. Bu madde akut dolasim yetersizligi ve hipotansiyon tedavisi igin
bir kardiyo-stimulant olarak terapdétik kullanima sahiptir (13). Ayrica kardiyak verimi
ve kan basincini artirmadaki 6zelliginden dolayl nérodejeneratif hastaliklar basta
olmak Uzere cesitli hastaliklarda terapétik etkisinin oldugu bilinmektedir (14).
Dopamin vicuda enjekte edildiginde muhtemelen spesifik dopaminerjik reseptérlere
baglanarak renal ve mezenterail vasodilasyon olusturmaktadir. Dopamin



vazokonstriksiyonda rol oynadi§i gibi Bs-adrenerjik reseptdrler Gzerinde etki
gbstererek kalp Uzerinde pozitif bir inotropi olusturmaktadir. Bu yénu ile dopaminin
travmatik ve kardiyojenik sok tedavisinde uygulamasi bulunmaktadir (15).

Hom
o NH,
Sekil 2. Dopamin

Norotransmitterler, beyinde iki néron arasinda veya ndéron ile hicre arasinda
elektriksel sinyallerin iletimi saglayan kimyasallardir. Sinyal iletiminde gdérev yapan
6nemli bir nérotransmitter olan dopamin, beyinde nd&ron hicreleri tarafindan
sentezlenmektedir. Dopamin, néronla diger hicrenin olusturdugu sinaps bélgesinde
presinaptik ndron icerisinde sentezlendikten sonra vezikillerde birikmektedir. iyon
aksiyon mekanizmasi ile bu veziklller sinaptik araliga dogru ilerlemekte ve vezikil ile
presinaptik membran birlesince dopamin vezikil iginden sinaptik bosluga
salinmaktadir. Yani, sinaptik boslukta dopamin postsinaptik membranda (hedef hlicre
membraninda) bulunan dopamin reseptérlerine baglanarak ve bu hicreye spesifik
sinyali iletmektedir. Dopaminin bir kisim sinaptik aralikta katekol-o-metil transferaz
(COMT) tarafindan homovalinik asite (HVA) yikilabilir diger kisimi ise geri alim
mekanizmasi ile presinaptik ndrona tekrar alinip burada bir vezikll iginde
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 gérevi hipofizin 6n lobu tarafindan salinan ve prolaktin adi
verilen st Uretici hormonun salinimini inhibe etmesidir. Prolaktin fazla salininca
adenom denilen kitleler olusmakta ve bu adenomlarin ¢evresindeki dokulara zarar
verdigi bilinmektedir (15, 16).

L-DOPA VE DOPAMINiIN BAKTERIYEL SENTEZI

Terap6tik acidan oldukga 6énemli olan L-DOPA ve dopaminin bakteriyel sentezi iki
asamada gerceklesmektedir. Birinci asamada tirozin, katekol gibi substratlardan L-
DOPA sentezlenirken, ikinci asamada ise L-DOPA’dan dopamin sentezlenmektedir.

Birinci basamaginda cesitli substratlardan L-DOPA olugsumunu 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 farkl
bakterilerde calisildigi rapor edilmistir. Yapilan calismalarda L-DOPA sentezi igin bir
bakteriye ihtiyac duyulurken, L-DOPA’dan dopamin sentezi icin baska bir bakteriye
gereksinim duyulmustur. Arastirmacilar bu 2 agsamayi es zamanh olarak baglatip ardi
ardina tepkimeleri gerceklestirdiklerinde Uretkenligin asamalar ayri yapildigindaki
tretkenlikten daha distk oldugunu gdézlemlemiglerdir (17, 18).

L-DOPA ve dopaminin diger bir olusum mekanizmasi ise pentoz fosfat yolunun
tirozin amino asiti ile baslayan metabolik strecinde gérilmektedir. Tirozin hidroksilaz
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(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 dénismektedir (19).

L-DOPA Sentezi

Bakteriyel bir enzim olan tirozin fenol liyaz (TPL, EC 4.1.99.2) araciligi ile L-tirozin L-
DOPA’ya dénUsturalir. TPL enzimi normalde L-tirozinden fenol, amonyak ve pirlivat
olusumunu katalizlemektedir (Sekil 3).

CHy—CH—COOH
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Sekil 3. L-tirozinin TPL enzimi ile piriivat, amonyak ve fenole dénisturtlmesi.

—

Ortama katekol ilavesi yapildiginda fenol ile katekol yer degistirerek TPL enzimi
aracihgi ile katekol, amonyak ve pirtivattan L-DOPA olusumunu saglamaktadir (Sekil 4).
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Sekil 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 yardimi ile)
L-DOPA’dan yapilir (Sekil 5).

— CH— H — CH—
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Sekil 5. L-DOPA’dan dopamini olugumu

Dopaminin Sentezi

L-DOPA’dan dopamin olugsumu L-DOPA dekarboksilaz (DDC; aromatik L-amino asit
dekarboksilaz, EC 4.1.1.28) enzimi tarafindan katalizlenmektedir. Dopaminin
bakteriyel sentezinde birinci asamada sentez edilen L-DOPA ikinci asamada substrat
olarak kullaniimaktadir (Sekil 6).

11



| lI:OOH T T
C—C—NH, + H,0 > C—C—NH, + CO,
| | DOPA Dekarboksilaz |
HO H H (DDC) 0 H H
HO HO
L-DOPA Dopamin

Sekil 6. L-DOPA’dan Dopamin Sentezi

Sentez sirasinda acgiga cikan CO, ortam pH’sinin digsmesine yol agcmaktadir. Bundan
dolay! dopamin verimde bir azalma olmamasi icin reaksiyon ortaminin strekli kontrol
altinda olmasi gerekmektedir (20).

SONUC

L-DOPA ve dopaminin bakteriyel sentezinde VHb/vgb sistemini iceren rekombinant
mikroorganizmalar kullanilarak vitreoscilla hemoglobin genin ortam oksijenini
tamponlamadaki rolt ve kultGran ileri fazlarinda membran transferazlarina aktararak
yasll hlcrelerin daha iyi bir solunum, blylime ve ¢ogalma karakteristigi saglayarak
6nemli bir avantaj saglamistir. Bu calisma 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 arastiriimistir.
Metabolit Gretimi agisindan etkili bir teknigin kullanildigi bu ¢alisma, bu tekniklerle L-
DOPA ve dopamin sentezlenin aktarilarabilecegini gdstermektedir. Eh[pUC8:15]
hicreleri L-DOPA ve dopamin Uretiminde etkili bir sekilde kullanilabilir.
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