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Bazi gram-negatif bakteriler tarafindan diretilen L-DOPA bagsta Parkinson
hastalig1 olmak tizere birgok ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanilan Snemli
bir terapdtik ajandir. L-DOPA’dan tek bir enzimatik basamakla yapilan dopamin ise
akut dolagim yetersizligi ve hipotansiyon tedavisinde kardiyo-stimulant olarak terap&tik
kullanima sahip bir katekolamindir. L-DOPA ve dopaminin sentezi kimyasal (sentetik)
veya farkli kaynaklardan gelen enzimlerle veya hiicre kiiltiirii ile yapilmaktadir. L-
DOPA ve dopaminin sentezinden sorumlu enzimler gesitli fiziksel (1s1, pH, oksijen) ve
kimyasal (L-tirozin, monovalent katyonlar) faktorler ile regiile olmaktadirlar.

Ik kez bu ¢alismada bazi Gram-negatif bakterilerde (Citrobacter freundii,
Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, Erwinia herbicola) ve Gram-pozitif
bir bakteri olan Streptococcus faecalis’de farkli kiiltiir kogullart altinda L-DOPA ve
dopamin sentez oranlar1 karsilagtinlmali olarak ¢aligilmigtir. En yiikksek L-DOPA ve
dopamin seviyeleri tirozin igeren zengin besi ortaminda kiiltiirlerin nispeten erken
fazlarinda (12 saat) kaydedilmistir. Benzer sekilde, en yiiksek tirozin fenol liyaz
aktivitesi de bu kiiltlirlerde gtzlenmistir. Ancak, benzer kiiltlir kosullar1 altinda her
bakterinin kendine has bir L-DOPA, dopamin ve enzim profiline sahip oldugu
belirlenmigtir. En yiiksek ve en diigiik degerler siras1 ile C. freundii ve P. aeruginosa
icin kaydedilmigtir. Carpici olarak, L-DOPA iiretimi i¢in pek taninmayan E. aerogenes
en yaygin kullanilan bir bakteri olan E. herbicola’ya gore oldukga yiiksek diizeyde L-
DOPA {iretmigtir. Ayrica, hem L-DOPA ve hem de dopaminin aym bakteri tarafindan
yapilmadig1 genel kanisin tersine, C. freundii ve S. faecalis bakterilerinin her iki
bilesigi de sentezledigi saptanmistir.

ANAHTAR KELIMELER: L-DOPA; Dopamin; Katekol; Tirozin; Tirozin fenol liyaz;
Tirozin dekarboksilaz; Parkinson hastalig1.
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L-DOPA, produced by several Gram-negative bacteria, is an important
therapeutic agent used for many neurodegenerative diseases, especially Parkinson
disease. Another important drug, dopamine, is a catecholamine made from L-DOPA by
a single enzymatic step and has therapeutic mode of action in acute circulation disorder
and has been applied as a cardio vascular stimulant. Both L-DOPA and dopamine are
synthesized either chemically or through the use of bacterial enzymes or bacterial cells
themselves. The enzymes for production of L-DOPA and dopamine are regulated with
various physical (temperature, oxygen, pH) and chemical (L-tyrosine, monovalent
cations) factors.

First time in this study L-DOPA, dopamine and tyrosine phenol lyase (TPL), the
enzyme catalyzing the conversion of L-DOPA to dopamine, were studied comparatively
in several Gram-negative bacteria (Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Erwinia herbicola) and a Gram-positive bacterium
(Streptococcus faecalis) grown under various culture conditions. The highest L-DOPA
and dopamine levels in general were observed in relatively early phase (12 h) of
cultivation in nutrient rich medium supplemented with L-tirozin. Similarly, TPL activity
was also highest in the same cultures. However, all bacteria showed distinct L-DOPA,
dopamine and the enzyme profiles under similar culture conditions. The highest and
lowest rates were determined for C. freundii and P. aeruginosa, respectively.
Noteworthy, E. aerogenes which is not a common strain for production of L-DOPA,
had substantially higher levels of this compound than E. herbicola, the most preferred
bacterium in this regard. Furthermore, a bacterium (C. freundii and S. faecalis) was
determined to produce both L-DOPA and dopamine which were generally been known
as compounds synthesized in different bacteria.

KEY WORDS: L-DOPA; Dopamine; Catechol; Tyrosine; Tyrosine phenol lyase;
Tyrosine decarboxylase; Parkinson disease.
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TDC Tirozin dekarboksilaz

TH Tirozin hidroksilaz

DDC DOPA dekarboksilaz
COMT Katekol-o-metil transferaz
MAO Monoamin oksidaz

HVA Homovalinik asit

PLP Piridoksal 5’-fosfat

TCA Trikarboksilik asit

KPi Potasyum fosfat

Ea Enterobacter aerogenes
Pa Pseudomonas aeruginosa
Eh Erwinia herbicola

Cf Citrobacter freundii

St Streptococcus faecalis

LB Luria Bertani Zengin Besiyeri
M9 Minimal Besiyeri 9



1. GIRiS

Bakteriler cogalmak igin yenilenebilir ucuz kaynaklarn karbon ve enerji
kaynaklar1 olarak kullanmalari, belli bir zaman siiresi i¢inde yiiksek oranda ¢ogalma
yetenekleri, nispeten basit organizasyonlari ile miidahale edilebilir ve degisiklige
ugratilabilir Ozelliklerinden dolayr ve ucuz maliyet sagladiklarn ic¢in saghk
endiistrisinden ¢evre sagligina kadar birgok alanda yaygin olarak kullamlirlar.
Giniimiizde bakteriler tarafindan herhangi bir genetik manipiilasyona gerek
duyulmadan endiistriyel boyutlarda iiretilen bir ¢ok iirlin (amino asit, etanol, baz1
enzimler, sitrik asit gibi daha bir ¢ok diger spesifik kimyasal ve metabolit) bulundugu
gibi, bakterilerin kendileri tarafindan yapilamayan ancak cesitli endiistrilerde ytiksek
kullamm potansiyeli olan bir ¢ok lriin (6zellikle proteinler) rekombinant teknikler
kullamilarak bakterilerin genetik manipiilasyonu ile basarilmaktadir. Ornegin, insulin
bdyle bir teknoloji ile insan insiilin geninin Escherichia coli’ye aktarilmas ile ticari
amagh olarak {iretilen {iriinlerden sadece biridir. Ancak, bakterilerin bu sekilde kullanim
potansiyelleri sadece onlara heterolog bir gen akatrilmas: ile sinirli degildir. Bazen,
bakterilerde dogal olarak igleyen metabolik bir sema genetik olarak tamamen modifiye
edilerek amaca uygun yeni bir {iretim gemas: ile donatilabilir. Son yillarda adin1 sik¢a
duydugumuz “Metabolik Miihendislik” bdyle ¢aligmalar iginde barindiran bir ¢aliyma
alanidir. Metabolik mithendislikte genetik miihendisligin araglar1 kullanilarak (yeni gen
veya reglilatdr DNA dizileri bakterinin genomuna aktarilarak) organizmanin metabolit
tiretim kapasitesi istenen yoOnlere ayarlanabilecegi gibi, bazen organizmada bu
degisiklikler yapilmadan da organizmanin normal kosullar altinda ¢ok az iirettigi bir
metabolit igin uygun kimyasal ve fiziksel ortamlar saglanarak da o metabolitin yiiksek
miktarlarda yapimi saglanabilir. Saghk endiistrisinde yaygin kullammi olan birgok
tirliniin bakteriler ve diger canl sistemler (6r., funguslar, bitkiler) kullanilarak tiretilmesi
nispeten yenidir. Bu tiir {iretimler geleneksel olarak kimyasal sentez yolu ile yapila
gelmiglerdir. Ancak, ge¢misin geleneksel fosil yakit kaynaklarma dayali bu
“hidrokarbon endiistrisi”nin yerini giinlimiizde “yesil kimya” olarak da adlandirlan
“karbohidrat endiistrisi”’nin 6nemli oranda alacagi diisiiniilmektedir. Canl1 sistemler
tarafindan tiretimleri igin yenilenebilir ucuz kaynaklarin kullanilmas:1 ve elde edilen
tirlinlerin daha stereospesifik (etkin) yapilara sahip olmasindan dolayr bu yeni
teknolojinin kaynaklart simirli olan fosil yakitlarimin kullanildigi eskinin kimyasal

teknolojilerine iyi bir alternatif olacag1 samlmaktadir. Bu gesit {iretimler giiniimiizde %



95 oraninda kimyasal endiistriden saglanmakla beraber bu oranin gelecekte biyosentez
lehine Snemli degigiklik gosterecegi ve oniimiizdeki 10 yilda, yenilenebilir enerji
kaynaklarindan biyosentez oraninin % 10-15"i bulacagi tahmin edilmektedir.

Bakteriler birgok hastalipin tedavisinde kullanilan ilaglar i¢in yegéne
kaynaklardir. Ozellikle genetik mithendislik ¢aligmalannin hizla gelismesi ilag tiretimi
icin yeni ¢Gziimleri de beraberinde getirmistir. Bakteriler ilag olarak L-DOPA (3,4-
dihidroksifenilalanin) ve dopamin iiretiminde de kullamlabilirler. L-DOPA’min
Parkinson Hastaligi’'nda temel ilag olarak ve dopaminin kan basmnci ve kardiyak
verimini artirmak amaciyla ilag olarak kullamlmasi bu bilesiklere olan ilgiyi arttirmistir.
Her ne kadar L-DOPA ve dopamin iiretimine yonelik cesitli ¢aligmalar yapilmig olsa da
bakteriyel olarak L-DOPA ve dopamin iiretimi hakkinda ¢ok az ¢aligma vardir. Bu
calisgmada L-DOPA ve dopamin iiretmeleri ile bilinen ¢esitli Gram-negatif ve Gram-
pozitif bakterilerin degisik kiiltiir kosullar1 ve fazlarinda bu maddeleri {iretme
kapasiteleri karsilastirmali olarak caligilmigtir. Bu amagla, bakterilerin hiicre i¢i ve
ortama saldiklar1 L-DOPA ve dopamin miktarlarinin belirlenmesinin yaninda, gerekli
ko-enzim ve substratlarin saglandig1 in vitro bir diizenekle de bu maddelerin yapimlan
calisilmistir. Bu boliimde bakteriyel olarak L-DOPA ve dopamin sentezi, sentezde
kullanilan dnciil molekiiller ve enzimlerin 6nemleri, L-DOPA ve dopaminin terap&tik
yﬁnléri ve bu maddelerin analizi i¢in kullamlan HPLC y&ntemi hakkinda bilgi
verilecektir. Bu molekiiller ve enzimlerin bakteriyel sentezlerine ge¢meden Once
Ozellikle insan saglig1 i¢in Snemli molekiiller olan L-DOPA ve dopamin hakkinda genel

bir bilgi verilmesi uygun olacaktir.
1.1. L-DOPA (3,4-dihidroksifenilalanin)

L-DOPA dopamin, norepinefrin ve epinefrin gibi katekolaminlerin sentezinde
Onemli bir ara lriindiir. L-DOPA vlicutta tirozinin tirozin hidroksilaz (TH) enzimi
tarafindan hidroksillenmesi ile dogal olarak sentezlenmektedir [1, 2]. 1913’de Vicia
faba (bakla) tohumlarinda L-DOPA izole edildigi zaman, bu maddenin biyolojik olarak
inaktif oldugu ileri stiriilmiigtii. Ancak 1927 ve 1930°da yaymnlanan 2 farmakolojik
calisma L-DOPA’nin glukoz metabolizmasi ve arteriyal (atardamar) kan basinci tizerine
6nemli etkileri oldugunu kanitladi [3].

1938°de L-DOPA dekarboksilaz enziminin (DDC) kesfi ile L-DOPA’ya olan ilgi

tekrar artmagtir. Ciinki{i bu enzim, insan ve hayvan viicudunda L-DOPA’nin enzimatik



olarak dopamine doniiglimiinii katalizlemektedir [4]. 1968’de William Knowless
rodyum ile kiral fosfinler kullanarak asimetrik hidrojenasyonla L-DOPA sentezini
gergeklestirmigtir. Daha sonra bu ¢alisma 2001 yilinda Nobel Kimya Odiilii'ne layik
gortilmiigtiir [S]. Dopaminden farkli olarak, L-DOPA’daki bu kirallik onun segici olarak
kan-beyin bariyerini gegerek beyine ge¢mesini miimkiin kilmaktadir. L-DOPA, kismi
‘olarak beynin mutluluk hormonu olarak bilinen feniletilamin’e benzerlik
gostermektedir. Sentetik ilaclar olan ecstasy (mutluluk hapi) ve meskalini’nin

icerigindeki etkin madde de feniletilamin’dir [6].
1.2. Dopamin

Dopamin de L-DOPA gibi viicudumuzda dogal olarak sentezlenen bir
molekiildiir. Dopamin beynimizdeki ndron (sinir) hiicreleri tarafindan sentezlenir ve
sinyal iletiminde gérev yapan Snemli bir nérotransmitterdir. Norotransmitterler, beyinde
ndron ile diger hiicre (baska bir néron veya hedef hiicre) arasinda elektriksel sinyallerin
ndrotransmisyonunu (sinir impulsu iletimi) saglayan kimyasallardir. Sekil 1.1.’de
sematize edildigi gibi, bdyle bir olayda dopamin ndéronla diger hiicrenin olusturdugu
sinaps bdlgesinde presinaptik néron igerisinde sentezlendikten sonra vezikiillerde
toplanmaktadir. Iyon aksiyon mekanizmasi ile bu vezikiiller sinaptik araliga dogru
ilerler ve vezikiil ile presinaptik membran birlesince dopamin vezikiil i¢inden sinaptik
aralifa salimir. Burada, yani sinaptik aralikta dopamin postsinaptik membranda (hedef
hiicre membraninda) bulunan dopamin reseptérlerine baglanir ve bu hiicreye spesifik
sinyali iletir. Bu olay sirasinda bir kisim dopamin sinaptik aralikta katekol-o-metil
transferaz (COMT) tarafindan homovalinik asite (HVA) yikilabilir ve diger bir kisim
dopamin geri alim mekanizmasi ile presinaptik nérona tekrar alimp burada bir vezikiil
icinde yogunlagtirilabilir. Ayrica, geri alinan bu dopaminin bir kismi1 monoamin oksidaz
(MAO) enzimi tarafindan yine homovalinik asite (HVA) yikilabilir [1, 7, 9].

Dopaminin diger bir &zelligi onun hipotalamus tarafindan salinan bir
norohormon olmasidir. Hormon olarak dopaminin ana gorevi hipofizin 6n lobu
tarafindan salinan ve prolaktin adi verilen siit {iretimini stimiile eden hormonun
salimmim inhibe etmesidir. Prolaktin fazla salininca adenom denilen kitleler olugturur

ki bu adenomlarin ¢evre dokulara zarar verdigi bilinmektedir [1, 10].
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Sekil 1.1. Dopaminin nérotransmitter olarak sinyal iletim mekanizmasi

Dopamin ayrica bir katekolamin ¢esidi olup yaygin bilinen ve stresle iligkili
diger iki katekolamin (epinefrin ve norepinefrin) i¢in Onciil madde (prekiirsdr) olarak
kullamlmaktadir [7, 8]. Bu madde genellikle néral olanlar basta olmak tiizere gesitli
hastaliklardaki terapétik etkisi ile bilinmektedir. Bu maddenin bu tiir hastaliklardaki
terapStik fonksiyonu onun kardiyak verimi ve kan basincimi artirmadaki 6zelliginden
kaynaklamir [11]. Dopamin viicuda enjekte edildiinde muhtemelen spesifik
dopaminerjik reseptSrlere  baglanarak renal ve mezenteryal vazodilasyon
olugturmaktadir. Dopamin vazokonstriksiyonda rol oynadifi gibi Bi-adrenerjik
reseptorler lizerinde de aksiyon gostererek kalp iizerinde pozitif bir inotropik etki
olusturmaktadir. Bu y6nii ile dopaminin travmatik ve kardiyojenik sok tedavisinde
uygulamasi bulunmaktadir [1]. Dopaminin beyindeki diger {i¢ 6nemli fonksiyonu ise
hareket, algi ve motivasyondaki roliidiir. Dopamin, fiziki hareketlerimizin kontrol
edilmesi bakimindan &nemli olup eksikligi (6zellikle nigrostriatal yoldaki dopamin
ndronlarmin Slimiinden dolay1) Parkinson hastaliina yol agar. Frontal loblarda
dopamin beyinin diger alanlarindan bilgi akigim1 kontrol eder. Beyinin bu bolgesinde
dopamin seviyesinde meydana gelecek bir bozukluk algilama, dikkat ve problem ¢ézme
yeteneklerinde azalmaya neden olur. Ayrica, retinadaki sinapslarda bulunan dopamin
kirmizi-yesil renklerin ayirt edilmesinde rol oynamaktadir. Dopamin ayn1 zamanda zevk

(keyif) ve motivasyonla da iligkili bir kimyasaldir. Dopamin diger iki katekolamin



(epinefrin ve norepinefrin) gibi akut ve kronik strese adaptasyonda yardimci
hormonlarla (glukagon, glukokortikoidler, vazopressin v.b.) birlikte 6nemli rol
oynamaktadir [2, 7, 8, 10].

Bu katekolaminler diger biyojenik aminler gibi omurgalilarin sinir sistemindeki
roliine ek olarak Gram-negatif bakterilerin {iremesini ve viriilans bagimli faktdrlerin
tretimini ayarlamada Onemli etkiler gostermektedir. Minimal besi ortamina
eklendiklerinde her ii¢ yaygin katekolamin ¢egidinin (norepinefrin, epinefrin ve
dopamin) bakteri biiylime ve ¢ogalmasinda Snemli artisa neden olduklar: gosterilmistir
[12-16].

1.3. L-DOPA ve Dopaminin Bakteriler Tarafindan Sentezi

L-DOPA ve dopaminin bakteriler tarafindan sentezi iki agamada
gerceklesmektedir. Birinci basamakta ¢esitli substratlardan (tirozin, katekol gibi) L-
DOPA sentezlenirken, ikinci basamakta ise L-DOPA’dan dopamin yapilmaktadir.

Ancak, bugline kadar her iki reaksiyonu ig¢inde barindiran bir bakteri tiirii
tizerinde herhangi bir ¢alisma yapilmamgstir. Ciinkii birinci basamagi, yani ¢egitli
substratlardan L-DOPA olusumunu katalizleyen tirozin fenol liyaz (TPL) ve ikinci
basamagi (L-DOPA’dan dopamin olusumunu) katalizleyen dopa dekarboksilaz (DDC)
enzimleri farkli bakterilerde ¢alisilmigtir. Yapilan ¢aligmalarda L-DOPA sentezi igin bir
bakteriye ihtiyag duyulurken, L-DOPA’dan dopamin sentezi igin bagka bir bakteriye
gereksinim duyulmugtur. Aragtirmacilar bu 2 agamay1 es zamanli olarak baglatip ardi
ardina tepkimeleri gergeklestirdiklerinde tiretkenligin agamalar ayr yapildigindaki
tiretkenlikten daha diisiik oldugunu gézlemlemiglerdir [17].

Bakteriyel L-DOPA ve dopamin sentezini daha iyi anlayabilmemiz igin bu

asamalar1 ayr1 ayr1 ele almamiz gerekir.

1.3.1. L-DOPA Sentezi

L-DOPA sentezi bakteriyel bir enzim olan TPL tarafindan gerceklestirilir. TPL
enzimi L-tirozinden fenol, amonyak ve piriivat olusumunu katalizler (Sekil 1.2a).
Ortama katekol ilavesinde fenol ile katekol yer degistirir ve yine TPL enzimi ile

katekol, amonyak ve piriivattan L-DOPA olusturulur (Sekil 1.2b).
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Sekil 1.2, L-DOPA’nin bakteriyel TPL ile katalizlenen sentez semast.

TPL enziminin aktivasyonu i¢in PLP koenzimi ve K™, NH4" gibi kofaktorlere
ihtiyag vardir. Bu kosullar saglandiginda TPL tirozini yikarak fenol, amonyak ve
pirlivat olusturur. Bu reaksiyon geri doniiglimliidiir. Pirlivat ve amonyagin yeterli
miktarlarda bulunmasi durumunda TPL geri dOniisiimlii olarak L-tirozini
olusturabilmektedir [17-19].

L-DOPA’nin biyosentezinde diger bir anahtar enzim ftirozinaz’dir. Bu enzim L-
DOPA iiretimini L-tirozinden fermentasyonla tek bir basamakta gerceklestirir. Bagarili
bir iiretim i¢in kiiltiir kogullarinin optimize edilmesi gerekir ve bu optimizasyon
kullanilan organizmanin tiirline gore sistemden sisteme farklilik gosterebilir. Enzim
mikrobiyal (Aspergillus, Rhizopus, Agaricus ve Neurospora spp.) ve bitki orijinli
olabilir (Vicia spp.) [20]. L-DOPA olugumunda kullanilan substratlar tirozin ve katekol
ile TPL enzimi hakkinda da bilgi sahibi olmak, L-DOPA sentezini anlamayi
kolaylastiracaktir.

1.3.1.1. L-Tirozin

L-tirozin, bilinen 20 adet standart amino asitten biri olup, sentezindeki kompleks
reaksiyon serilerinden dolay1 esansiyel bir amino asittir. Buna ilaveten, diger bir
esansiyel amino asit olan fenilalanin 6nemli oranda (2/3) tirozine ¢evrilir. Bu doniistimii
tersinir olmayan bir sekilde katalizleyen fenilalanin hidroksilaz enzimi aktivitesindeki

bir diislis veya enzimdeki fonksiyon kaybi hiicrede fenilalanin birikimine sebep olur ki



bu durum en iyi bilinen amino asit metabolizma bozukluklarindan biri olan ve kendini
mental bozuklukla gésteren ferolketoniirea’ya sebep olur [1,7,9, 21].

Tirozin amino asiti L-DOPA ve daha sonra dopamin i¢in baslangic materyali
olmasinin yaninda, epinefrin, norepinefrin gibi diger birgok Snemli monoamin grubu
molekiilliin de onciiliidiir. Viicutta sa¢ ve deriye rengini veren ve siyah renkli pigment
olafak bilinen melanin tirozin hidroksilaz (TH) enzimi ile tirozinden olugur. Isi8a
duyarli olmasi sebebiyle, TH enziminin aktivitesi giines 15181 ile indiikklenmektedir.
Dolayisiyla giines 19131na maruz kalma derecesi ve siiresine gére melanin birikmesinden
kaynaklanan ten rengi populasyonlar arasinda Onemli varyasyon gostermektedir.
Ayrica, tirozin tiroid hormonlarinin sentezinde de Onciil molekil olarak
kullanmlmaktadir [7, 9, 22-24].

Katekolamin sentezinde oran belirleyici basamak L-tirozinin L-DOPA’ya
hidroksilasyonudur. Bu basamak TH enzimi tarafindan Kkatalizlenir. Ancak, bu
reaksiyon basamagindaki bir inhibisyonun daha ¢ok epinefrin ve norepinefrin
hormonlarnin seviyesini olduk¢a diiglirmesi fakat dopamin seviyelerini 6nemli oranda
etkilememesi, dopaminin sentezinde alternatif mekanizmalarin da rol oynadigim
diglindiirmiigtiir. Muhtemel alternatif bir mekanizma tirozinaz enzim.i ile katalizlenen
tirozinden dopakinon yapimidir. Melanin olusumu ile sonlanan bir seri reaksiyonun ilk
safhasinda dopakinon’dan L-DOPA iiretilir. L-DOPA tirozinaz enzimi i¢in alternatif bir
substrat oldugundan bu reaksiyon daha da ileri gider. TH enzim eksikligindeki durumun
tersine, tirozinaz enzimi eksikligi Sldiiriicii degildir ve daha ¢ok kendini albinizmle belli

eder [25].
1.3.1.2. Katekol

Katekol (1,2-dihidroksibenzen) fotograf¢ilik, kiirk boyama, lastik ve plastik
tiretimi ve eczacilik endiistrisi gibi alanlarda birgok uygulama alaninda kullanilan bir
kimyasaldir [26, 27]. Bu kimyasalin mikrobiyal tiretimi lignin ve diger aromatik
halkasal bilesikler igeren ham maddelerin yikimi sonucu olur [28]. Insan ve birgok
hayvanda ise katekoller daha ¢ok hormon (steroid) metabolizmasimin metabolitleri
olmalarmin yaminda adrenalin, noradrenalin, dopamin ve L-DOPA gibi endojen
bilesiklerin metabolitleri olarak da bulunabilirler [29]. Ayrica katekoller sigara dumam
ve besin bilesenleri (katekol, dopamin, kafeik asit, ¢ay katesini gibi) kaynakli da
olabilirler [30-34].



Hiicrelerde katekollerin molekiiler aksiyon modlar1 nemlidir. Katekoller hem
lipid peroksidasyonunu engelleyen birer antioksidan ve hem de DNA ve proteinler gibi
makromolekiillere hasar veren pro-oksidanlar olarak rol oynayabilirler. Katekoller
redoks aktiviteleri yliziinden membran fonksiyonunu da bozabilirler. Katekollerin agir
metaller (Cu'?, Fe+2) ile kombine olarak ve molekiiler oksijen varlifinda DNA zincirine
hasar verdigi gériilmiigtiir [35, 36].

Okside katekoller proteinlerin siilfidril gruplan ile reaksiyona girer. Bylece
katekol ya dogrudan siilfidril gruplarina baglanarak proteinleri inaktive eder ya da
pfotein radikallerinin olusmasina neden olur. Bu protein radikalleri yeni gapraz baglara
ve dimer olusmasina yol agarak proteinlerin ve peptidlerin agregasyonuna dolayis: ile
inaktivasyonuna neden olur. Glutatyon hiicrelerde 6nemli bir rediikleyici (indirgeyici)
ajan oldugu i¢in iki glutatyon molekiilliniin bu gekilde biri birine baglanmasi bu ajan
tarafindan saglanan hiicrenin redoks statiisiinii degistirebilir ve bdylece oksidatif stres
olugabilir [37]. Ostrojenler, L-DOPA, dopamin gibi katekol tiirevi bilesikler de
proteinlere ¢apraz baglanabilir ve onlarin yapt ve fonksiyonlarimi etkileyebilir. Bu
baglamda, L-DOPA ve dopaminin norofilamentlere ¢apraz baglandigi saptanmigtir [38—
41].

Katekollerin membranlar {izerindeki zararli etkisi onlarin reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) olusumu ya da lipid molekiilleri ile reaksiyonlari sonucu degil,
membran potansiyelinde sebep olduklar degisiklik sebebiyledir [42]. Ancak, biitiin bu
olumsuz etkilerinin yaninda katekoller lipid peroksidasyonunu Onleme gibi yararli
etkilere de sahiptir. Doymamig yag asitlerinin oksidatif modifikasyonu olarak bilinen
lipid peroksidasyonu ¢esitli okside edici bilesikler tarafindan baglatilan bir dizi
reaksiyonla olur. Lipid peroksidasyonun biiyiik oranda membran hasarina yol agtigi ve
patolojik siiregte Snemli bir yeri oldugu bilinmektedir. Ostrojenler, adrenalin, adrenerjik
katekol ttirevleri (dopamin, izoproterenol gibi), kateginler ve kafeik asit gibi katekol ve
katekol tiirevlerinin lipid peroksidasyonunu giiclii bir sekilde inhibe ettigi gosterilmigtir
[43].
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Sekil 1.3. Hiicrede ve ¢evresinde katekollerin kimyasal reaksiyonlar1 ve molekiiler
aksiyon modlari. Katekollerin kimyasal reaksiyon modlar1 agir metallerle kompleks
olusumu (1), redoks dongiisii (2) ve agir metallerle ve oksijenle reaksiyona girerek
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu (3) éeklinde iken, bu kimyasallarin
hiicrelerdeki molekiiler aksiyon modlarn zincir kirilimina gotiiren DNA hasarlan (4),
distilfit gruplan ile ¢apraz baglanma sonucu protein hasari (5) ve membran aksiyon

potansiyeli {izerinde meydana getirdikleri degigimler (6) olarak siralanabilir [42].
1.3.1.3. Tirozin Fenol Liyaz (TPL) Enzimi

Tirozin amino asitinin fenol, amonyak ve piriivata doéniigimii TPL enzimi (EC
4.1.99.2) ile katalizlenir. Enzimatik katalizleme geklinden dolayr bu enzim aymi
zamanda p-tirozinaz olarak da adlandirilir [44, 45]. Reaksiyon geriye doniiglimlii
(tersinir) bir reaksiyon olup eger katekol fenol ile yer degistirirse L-DOPA olusur [44].
Giintimiizde her y1l yaklagik 250 ton L-DOPA {iretilmekte olup bunun yaklasik olarak
yarisi TPL’nin kullanildig1 enzimatik metodla yapilmaktadir [47, 48]. Geri kalan kism
ise kimyasal sentezle iiretilmektedir. TPL enzimi ayrica tirozin, serin, S-metilsistein, S-
etilsistein, sistein, O-benzoilserin ve B-kloroalanin gibi maddelerden amonyum ve

piriivat olusumunu da katalizler [49].



Mikroorganizmalar arasinda L-tirozini fenol, piruvat ve amonyaga déniistiiren
ve TPL tarafindan katalizlenen reaksiyon sadece Enterobacteriaceae familyasina ait bir
Ozelliktir. TPL enzimi L-tirozin ile indiiklenirken katabolit baskilanmaya maruz kalmig
hiicrelerde inhibe olmaktadir [50]. TPL, aminotransferaz ailesine ait PLP-bagimli bir
enzim (B6 enzimi) olup L-tirozinin B-eliminasyon reaksiyonunu katalizler. Monovalent
katyonlarin (NH;", K*, Rb", Cs") olmadig1 ortamlarda enzim aktivitesi gériilmezken,
Na" katyonu enzimi inhibe etmektedir. Birgok PLP-bagimli enzim normal rekasiyonun
yaninda yan grup transaminasyon reaksiyonlar1 da gergeklestirirler. Yani, bu enzimler
bir substrattaki amino grubunu ko-enzime baglayarak piroksidamin fosfat ve bir keto
asit olugumunu saglarlar [51].

TPL enzimi benzer 4 alt tiniteden (homotetramer)yapilmig olup, alt {initelerin her
birinin molekiiler kiitlesi yaklagik 50 kDa’dur. Her alt {initeye transaminasyon
reaksiyonunda gorev yapan bir ko-enzim olan 1 adet piridoksal 5°- fosfat (PLP)
baglidir. Diger PLP bagimli enzimlerin tersine TPL aktivitesi pH 6.0 ve 9.0 arasinda
Onemli bir degisiklik gostermez [45]. Her ne kadar, bu enzimin bazi artropodlarda
(eklem bacaklilar) da bulundugu rapor edilmigse de L-DOPA {iretimi igin kullanilan
enzimin esas kaynagimn Enterobacteriaceae familyasina ait bazi bakteriler (6zellikle,

Citrobacter ve Erwinia tiirleri) oldugu bilinmektedir [17, 52, 53].
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Sekil 1.4. TPL ile L-tirozinden L-DOPA sentezi
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Baz1 bakterilerde (Erwinia herbicola, Citrobacter intermedius ve Citrobacter
freundii) TPL enziminin tirozin ihtiva eden ortamlarda indiiklendigi, alanin amino asiti
ile de baskilandif1 rapor edilmigtir. Her ne kadar L-alanin TPL igin bir substrat degilse
de, bu amino asit tirozinin TPL tarafindan déniistiiriilmesini kompetitif olarak inhibe
eder [49-54]. Bu enzim pH 8.5’te optimum aktivite gostermekte ve hiicredeki esas
lokalizasyonu 6nemli dlgiide sitoplazmik bélgede olsa da, enzimin periplazmik bolgede

de bulundugu rapor edilmigtir [54].
1.3.2 L-DOPA’dan Dopamin Sentezi
Bakteriyel dopamin sentezinde birinci asamada sentez edilen L-DOPA ikinci

asamada substrat olarak kullamlir. L-DOPA’dan dopamin olusumu L-DOPA
dekarboksilaz (DDC) enzimi tarafindan katalizlenir (Sekil 1.5).

P
Y~C—C—NH, + H,0 >
) S DOPA Dekarboksilaz
HO % H H (DDC) HO
HC
L-DOPA

Sekil 1.5. L-DOPA’dan Dopamin Sentezi

Dopamin olugumu strasinda agiga ¢ikan CO, ortam pH’sinin diigmesine yol agar.
Bundan dolay:1 yiiksek verimde dopamin iiretmek i¢in reaksiyon ortamimin siirekli

kontrolii gerekir [17].
1.3.2.1 L-DOPA Dekarboksilaz (DDC) Enzimi

L-DOPA dekarboksilaz (EC 4.1.1.28) enzimi (DDC) de TPL gibi PLP bagiml
bir enzim olup noral dokularda dopamin biyosentezinde 6nemli bir rol oynar [55, 56].
DDC bu enzimin memelilerdeki formu olup L-DOPA, tirozin, fenilalanin ve triptofan
gibi aromatik L-amino asitlere genis bir substrat dzgiilltigii gosterir. Omegin bu enzim
aym1 zamanda triptofandan mutluluk hormonu olarak bilinen serotonin yapar. Bu

enzimin aymi zamanda Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, Papaver
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somniferum gibi genig bir organizma grubunda da bulundugu rapor edilmistir [54].
Ancak, L-DOPA’nin dekarboksilasyonu sadece okaryotik organizmalara &zgii bir
Ozellik degildir. L-DOPA’nin dopamine dekarboksilasyonunun c¢esitli bakterilerde
(Micrococcus, Bacillus, Pseudomonas ve Streptococcus) ayn reaksiyonu katalizleyen
bagka dekarboksilazlarla oldugu rapor edilmistir [17, 57-59].

Farkli bakteriyel dekarboksilazlar arasinda Ozellikle Streptococcus faecalis
tirozin dekarboksilaz (TDC, EC 4.1.1.25) enziminin L-DOPA ve tirozin igin yiiksek
oranda Gzgiinliige sahip olmasi bu enzimin dopamin sentezi i¢in tercih edilmesini

saglamistir [60, 61].

e i
—C—C—NH, 4+ H0 ~ > “—=G—C—NH, + CO,
P Tirozin Dekarboksilaz : P
HO H H (TDC) HC T H H
HO HQ
L-DOPA Dopamin

Sekil 1.6. Tirozin dekarboksilaz tarafindan katalizlenen L-DOPA-— dopamin

reaksiyonu.
1.4. L-DOPA ve Dopaminin Terapitik Onemi

Bakteriyel olarak sentezlenen L-DOPA ve dopaminin terap&tik Snemi biiyliktiir.
L-DOPA titreme, sertlik, konugsma yavasghig ve sonunda akil hastaligina neden olan
dejeneratif bir beyin hastaligi olarak bilinen ve her 1700 kisiden birinin yakalandig:
Parkinson hastaligt tedavisinde kullanilir. Isvegli bilim adami Arvid Carlsson
1950’lerdeki ¢aligmalarinda Parkinson hastalift benzeri semptomlar gosteren
hayvanlarda L[-DOPA uygulanmasinin bu semptomlarin azalmasma katkida
bulundugunu gosterdi [62, 69]. Calismalan ile bu bilim adami 2000 yilinda Nobel Tip
Odtili’nii kazanmigtir. 1960°da Parkinsonlu hastalarda 6nemli derecede beyin dopamin
eksikliginin kegfinden hemen bir yil sonra Parkinsonlu hastalarda L-DOPA’nin giiglii
terapotik etkisi gosterildi. Gliniimiizde her yil yaklagik 250 ton L-DOPA {iretilmekte
olup, bunun yaklagtk olarak yarist TPL’nin kullamildigi enzimatik metotla
gerceklestirilmektedir [46, 63, 64]. 1967°den beri yiiksek dozlu oral L-DOPA
uygulamas: klinik olarak uygulana gelmistir. Her ne kadar baglangigta Parkinson

hastalifinda L-DOPA’nin caligma mekanizmasi hakkinda bazi siipheler olmussa da
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buglin Parkinson hastaliginda L-DOPA kullaniminin bir beyin nérotransmitteri ile yer
degisim terapisinin klasik bir Ornegini tegkil ettigi bilinmektedir. Boyle bir
uygulamadan Parkinson hastalarinin gogunlukla biiyiik yarar gordiikleri kaydedilmigtir.

Ancak, bu tiir ciddi bir hastalifin tedavisinde 6nemli bir ila¢ olmasinin yaninda
L-DOPA’nin bazi 6nemli yan etkileri de mevcuttur. Parkinson hastaliinin temelini
olusturan norodejeneratif siiregte oksidatif stres biiyiikk bir rol oynamaktadir [65]. L-
DOPA’nin serbest radikal oluyumu yolu ile ndronal hasara neden olabilecegi yoniinde
bazi aragtirmalar olmustur [66, 67]. Herhangi bir tedavi gérmemis Parkinson hastalart
ile L-DOPA ile tedavi gérmiis Parkinson hastalarinin kan hiicreleri {izerinde yapilan
caligmalar, tedavi goren hastalarin kan hiicrelerinde daha yiiksek diizeyde hidroksil
radikalinin bulundugunu géstermistir [68]. Biitiin bunlara ragmen, L-DOPA Parkinson
hastalifinda potansiyel kullamimi olabilecek diger kimyasallara (antikolinerjikler ve
dopamin agonistleri) nazaran daha az yan etkiye sahiptir.

Kan-beyin bariyerini gecemediginden, dopamin parkinson hastalif1 tedavisinde
kullanilmaz. Bu nedenle, dopamin 6nciilli olan L-DOPA kullanilarak bu bariyer astlir ve
ndronlara alman L-DOPA burada DDC enziminin katalizledigi bir reaksiyonla
Parkinson hastalifinin esas terapttigi olan dopamine ddniistiiriiliir. Ancak, dopaminin
dogrudan kullamm alanlan da vardir. Ornegin, kardiak verimi ve kan basincini artirmak
icin sok halindeki hastalarda bu madde inotropik ilag olarak kullanilmaktadir [70, 71].

Parkinson hastaliinda temel ilag olmas1 sebebiyle L-DOPA ve onun iiriinii olan
dopaminin iiretimi i¢in son yillarda alternatif yollar aragtirilmig ve bazi bakterilerin bu
maddeleri dogal olarak sentezlediklerinin anlagilmasi iizerine bu ydnde bazi ¢aligmalar
olmugtur [17, 18]. Ancak, bdyle basit organizmalarin bu tiir daha ¢ok yliksek yapili
hayvanlardaki sinir impulsu iletimi ile iligkili kimyasallari neden sentezledikleri

konusunda bilgilerimiz heniiz tam degildir.

1.5. Parkinson Hastahig:

ilk kez 1817°de Ingiliz Doktor James Parkinson tarafindan tamimlanmis olan
Parkinson hastalify beyin ile iligkili bir hastaliktir. Beyinin substantia nigra denilen
kismindaki sinir hiicreleri 6liir veya hasar gériirse Parkinson hastalig1 ortaya ¢ikar [5].
Normalde bu hiicrelerin rolii viicut kaslarinin ve hareketinin diizgiin ve koordineli bir

sekilde fonksiyon gstermesini saglayan dopamin iretmektir. Dopamin {retici
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hiicrelerin yaklagik olarak %80°i hasar goériirse Parkinson hastalify semptomlarinin
ortaya ¢iktig1 belirlenmigtir [72].

Hastaligin ana semptomlar: titreme, kaslarda olusan sertlik, hareketlerdeki
yavaslama (bradikinezi) ve denge bozuklugudur. Diger semptomlar sikisik ve okunaksiz
yazi yazma, sert veya sinirli bir yliz ifadesi, ayaklarim siirtiyerek ylirtime, boguk bir
sesle konusma ve depresyondur. Sosyal, etnik, ekonomik ya da cografik sinirlar
tammayan bu hastalifin kadin ve erkekteki oram1 hemen hemen aymidir. Amerika
Birlesik Devletlerinde her yil 60,000 hastaya Parkinson teshisi konulmaktadir. Diinya
capinda ise 4 milyon Parkinson hastasi 6ldugu tahmin edilmektedir. Hastalik genellikle
65 yag st bir olgu gibi kabul gSrmiigse de son yillarda teshis konulan hastalarin
yaklagik %15’inin 50 yagin altinda oldugu bildirilmigtic {72, 73]. Bununla birlikte
insanlar hastalikla 20-30 y1l yasayabilmektedirler [76].

20. yiizy1l baglarinda 60 yag ve tistii toplam niifusun % 4’iinii olugtururken, yeni
yiizyilda 65 yas lstii niifusun toplam diinya nitifusunun % 17°si olacagi tahmin
edilmektedir. Bu durum Parkinson hastalig: insidansinin yeni ylizyilda 6nemli derecede
artacagim gostermektedir.

Parkinson hastalig: tedavisi igin eksilen dopamini yerine koymak veya dopamin
gibi etki goOsteren ilaglar (pramipexole, ropinirole, pergoh’de, bromocriptine)
gelistirmek igin ¢aligmalar 6nemli dl¢iide artmigtir. Ancak, bu hastaliin tedavisinde en
yaygin uygulama L-DOPA haplan kullanilarak dopamin eksikligini gidermeye dayali
olamdir [7, 9, 10]. Ancak L-DOPA’nin kan beyin bariyerine varmadan kanda ve diger
dokularda dopamine dekarboksilasyonu bu maddenin terapétik etki derecesini dnemli
Olglide azaltmaktadir [74, 75]. Bu nedenle L-DOPA uygulamasi onun dopamine
dekarboksilasyonunu 6nleyecek inhibitorlerle (cardidopa ve benserazide gibi DDC
enzimi inhibitdrleri) birlikte yapilmali ya da onu dolagim sisteminde kararli kilacak bir

yontemle (6r; polietilenglikolle konjuge ederek) verilmelidir.

14



2. CALISMA iLE ILGILI KAYNAK OZETLERi

Yapilmis olan literatiir arastirmasinda L-DOPA ve dopaminin bakteriyel sentezi
{izerine nispeten az sayida ¢aligmaya rastlanmigtir. Bu ¢aligmalarin birinde TPL enzim
aktivitesine sahip olan bakteriden ilgili gen bir plazmide aktarilarak konakgi hiicreye
transformasyonu yapilmig ve enzimin bu hiicrelerdeki ekspresyonu aragtiriimistir [18].
Bu ¢aligmada konakei hiicre olarak E. coli ve P. aeruginosa tercih edilmigtir. Caligmada
ise L-DOPA’nin ucuz bir materyal olan benzenden biyosentezi aragtirilmigtir.
Arastirmacilar bu ¢alismada benzenden L-DOPA’y1 saglayacak katekoliin olusumu igin
toluen dioksigenaz (TDQ) ve toluen cis-glikol dehidrogenaz (TCGDH) enzimlerine
gereksinim oldugunu belirtmiglerdir [77, 78]. Dolayis: ile bir katekol tiirevi olan
benzenden dogrudan L-DOPA elde edebilmek i¢in bir plazmide TDO, TCGDH ve
Citrobacter freundii’den TPL genleri klonlanmis ve biyotransformasyon ig¢in konakei
hiicreler olarak E. coli JM105, E. coli JM109 ve P. aeruginosa kullamlmigtir. TDO
enzimi ile benzenden benzen cis-dihidrodiol, bu molekiilden de TCGCH enzimi ile L-
DOPA’ya prekiirsor olan katekol sentezlenmistir. Ortamda katekole ek olarak amonyum
asetat ve pirlivatin bulunmas: ve TPL enzimi ile kofaktérii olan PLP varhiginda L-
DOPA olustugu bildirilmistir. E. coli kullanilarak yapilan kiiltiirlerde 4. saatte 3 mM L-
DOPA iiretimi kaydedilirken, P. geruginosa’da aym Kkiiltiir kosullar1 altinda bu deger 14
mM olarak belirlenmistir. Bu farkin nedeni olarak sonraki bakterinin ilk bakteriye gore
ortamda bulunan benzenin hiicre membram {izerindeki yikic1 etkisine kars: daha direngli
olmas1 gésterilmigtir.

Diger bir aragtirmada ise dopamin sentezi caligtlmigtir [17]. Bu ¢aligmada
katekol, pirlivat ve amonyaktan enzimatik bir sistemle dopamin sentezi iki basamakta
gergeklestirilmigtir. Ilk basamakta katekol, piriivat ve amonyak katekoliin yliksek
konsantrasyonlardaki inhibitdr etkisine karsi direngli olan Symbiobacterium sp. SC-1
bakterisinin TPL’si ile L-DOPA’ya doniigtiiriilmiis ve bu sistemden saflagtirilan L-
DOPA sican karacigerinden izole edilen DDC enzimi ile in vitro bir diizenekle
dopamine doniigtiirlilmistiir [17]. Bu ¢aliymada, katekoliin TPL tizerindeki inhibe edici
etkisine benzer olarak olusan L-DOPA’nin DDC’yi belli oranlarda inhibe ettigi
goriilmistiir. Bu nedenle bdyle bir doniigtim (L-DOPA—>dopamin) i¢in DDC’ye gére L-
DOPA’ya ve diger katekollere daha direngli olan ve aym doniigiimii katalizleyen
Streptococcus faecalis bakterisinin TDC’si kullamlmistir. Burada Symbiobacterium sp.

SC-1 TPL’sini rekombinant E. coli JM 105 bakterisine aktarmis ve dopamin {iretimi
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icin de asetonla kurutulmus Streptococcus faecalis hiicreleri kullanmiglardir. Geri-
beslemeli bir fermenttr ile devamli katekol ve pirlivat ekleyerek 15. saatte 65g/1 L-
DOPA elde edilmigtir. 100 mM L-DOPA ve 0.15mg/m] asetonla kurutulmus S. faecalis
hiicreleri igeren bir reaksiyon karisgiminda dopamin {iretiminin 1 saate kadar lineer
olarak artt1f1, fakat aniden maksimum aktivitenin 1/10’i kadar bir azalma oldugu
g6zlemlenmistir. Bu azalmanin ortamda piridoksal fosfatin (PLP) eksilmesinden dolay1
oldugu ileri siiriilmiigtir. Ortama Smg PLP eklendiginde aktivitenin %70 arttig1
gézlemlenmistir. TDC enzim aktivitesinin 9 saat sonrasinda substrat eksikliginden
dolay1 azéldlgl saptanmistir. Dopamin ftiretiminde TPL ve TDC enzimlerinin direkt
olarak es zamanli olarak reaksiyona girmesi denendigi zaman iiretkenligin, enzimlerin
aynn1 ayr1 reaksiyonlar1 ger¢eklestirdigi lretkenlie gore ¢ok daha diigiik oldugu
gbzlemlenmistir. Uretilen L-DOPA ve dopamin HPLC yéntemi ile belirlenmistir [17,
60].

L-DOPA iiretimi igin bakterilerin lireme ortamina tirozin eklenmesi gerekir. Bu
da L-DOPA’nin saf olarak iretilmesini engeller. Arastirmacilar bir mutant
transkripsiyonel regiilatér (TyrR) tasiyan rekombinant E. herbicola hiicreleri kullanarak
bu problemin {istesinden gelmiglerdir. TPL enzimi tirozinle indiiklenen bir enzimdir ve
normal olarak tirozinin fenol, amonyak ve piriivata o ve B-eliminasyonunu katalizler.
Bu reaksiyon geri doniigiimliidiir ve katekol fenol ile yer degistirdiginde L-DOPA
olusur [46].

Ortamda tirozinin bulunmasi tibbi standartlardaki L-DOPA’nin saf halde elde
edilmesini olduk¢a zorlagtirir. Ortama eklenen tirozinin ¢ofu reaksiyon {iriiniinii
kontamine eder. Clinkii eklenen tirozinin ¢ogu nétral pH’da diigiik ¢oziiniirliige sahip
oldugu igin ¢okelir, bSylece hiicrelerle birlikte reaktére tasinir. Ayrica, tirozin
kiiltivasyon sirasinda yikilmasina ragmen L-DOPA iiretimi bagladig1 anda hiicreler ve
ortamda bulunan serbest haldeki fenol TPL’nin ters reaksiyonu ile yeniden tirozine
doniigtiiriiliir.

Aragtirmacilar bu dezavantaj1 6nlemek i¢in yiiksek ifade sistemleri kullanarak
gliclii promotorlarin 6niine #p/ genini yerlestirmislerdir [79, 80]. Buna ragmen bu
hiicreler ile L-DOPA {iretimi yabarul tip hiicrelerden daha az bulunmustur.

Yapilan arastumalar fp/ promotorunun tirozin varlifinda TyrR proteini
tarafindan aktive edildigini gostermistir. TyrR’nin aromatik amino asit metabolizmasi
icin gerekli olan genlerin regiilasyonunda merkezi bir rol oynadigi bilinmektedir.

Yapilan ¢alismalarda yiiksek TPL ifade susu olusturmak i¢in hataya meyilli PCR ile E.
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herbicola bakterisinin fyrR geni rastgele mutasyona ugratimis ve sonra fpl
promotorunun aktivasyon yetenegini artirmast gézlemlenmigtir. Sonug olarak 3 amino
asit yer degisikligini (V67A, Y72C, E201G) iceren bir #yrRJ alleli elde edilmis ve tyrR5
alleli tagiyan bir plazmidin transforme edildigi E. herbicola hiicrelerinin ortama tirozin
konulmadan 6nemli derecede tp! ekspresyonu yapabildigi gosterilmigtir. Bu sonuglar
pratik L-DOPA iiretimi i¢in rekombinant E. herbicola hiicrelerinin uygulanmasini
gOstermigtir. Aragtirmacilar bu deneyle yiikksek verim ve yiiksek saflikta L-DOPA
olugmasi igin bu hiicrelerin olduk¢a uygun oldufunu gostermistir [52, 81, 82]. Bu
hiicreleri kullanmanin avantajlani  sadece onlarnn yiiksek fiiretimi ve tirozin
eklenmesinden kaginmak degil, aym zamanda orijinal dretim tesisini degistirme ya da
modifiye etmeye gerek duyulmamasidir [47].

Yaptigimiz ¢aligmada ilk defa Gram-negatif (C. freundii, E. herbicola, E.
aerogenes, P. aeruginosa) ve Gram-pozitif (S. faecalis) bakterilerin kiiltiir ortamlarinda
ve ayrnica in vitro bir diizenekteki L-DOPA ve dopamin iretimi aragtirilmigtir.
Caligmada kiiltiir ortamlarinda bakterilerin hiicre iginde tuttuklari, hiicre digina
saldiklar1 ve total (hiicre i¢i+hiicre digt) L-DOPA ve dopamin seviyeleri saptanmigtir.
Ayrnica in vitro bir reaksiyon diizeneginde bakterilere ait enzimler (TPL ve TDC)
kullanilarak firetilen L-DOPA ve dopamin diizeyleri de rapor edilmigtir. Ayrica simdiye
kadar ¢aligilmamis olan C. freundii ve E. herbicola’ya yakin diger bakterilerin (E.
aerogenes, P. aeruginosa) L-DOPA ve dopamin iiretip {iretmedikleri de ilk defa yapilan

bu ¢alismada arastinlmigtir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Arastirmada Kullanilan Kimyasallar ve Ayiraclar

Bu ¢aliymada besiyeri hazirlamasinda kullamlan kimyasallar ve trikloroasetik
asit, piridoksal fosfat, sodyum siilfit, sodyum dihidrojen fosfat, katekol, amonyum
klorid, potasyum fosfat (KPi), fosforik asit, Nessler ayirac1 kimyasallann (Hgl, KI,
NaOH), metanol, L-DOPA ve dopamin hidrokloriir analitik saflik derecesinde olup

‘Sigma sirketinden; L-tyrosine, piriivik asit Acros girketinden temin edilmislerdir.
3.1.1. Nessler Ayiraci

Nessler ayiract sollisyon A ve soliisyon B adi verilen iki soliisyonun
karisimindan olugur [83]. Soliisyon A4, 35g KI ve 50g Hgl, i¢eren 200 mL bir soliisyon
iken, soliisyon B 50g NaOH igeren 250 mL’lik soliisyondur. Soliisyon A ve B
sogutulduktan sonra soliisyon B soliisyon A’ya eklenmig ve bu karigim (Nessler ayiract)
1stktan korunacak sekilde koyu renkli sigeler igerisinde karanlikta muhafaza edilmistir.

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

s1v1 kismi (dipte olugan presipitata dokumulmadan) kullanilmgtir.
3.2. Arastirmada Kullanilan Besiyeri Ortamlari

Bu ¢aligmada zengin bir besi ortami olan Luria-Bertani (LB) (pH 7.0), besinsel
agidan 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 100 mL kapasiteli erlenlerde 20 mL besiyeri olacak sekilde 30 dakika
121°C’de 1 atm basing altinda steril edilmistir.

Ortamlara eklenen azot ve karbon kaynaklart (M9 i¢in) benzer sekilde ancak stok
soltisyonlar olarak ayri steril edilmis (karamelizasyonu 6nlemek i¢in) ve oda sicakligina

gelen besi ortamlarina istenen son konsantrasyonlari verecek sekilde ilave edilmistir.
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Cizelge 3.1. Luria-Bertani (LB) Besiyerinin Icerigi (g L™)

NaCl 10
Pepton 10
Maya 0ziitii 5

%0.1 L-tirozin (otoklav sonras)

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

Na,HPO4 6

KH,PO4 3

NaCl 0.5

NH4C1 1

Otoklav Sonras1 Eklenen Stok Solusyonlarin Igerigi (mL LY
0.01 M MgS04.7H,0 10mL
0.01M CaCl, 10mL
Glukoz (%20) 10mL

%0.1 L-tirozin (NH4Cl yerine)

3.3. Arastirmada Kullanilan Bakteriler

Bu aragtirmada gesitli Gram-negatif bakteriler (Enterobacter aerogenes (NRRL
B-427), Pseudomonas aeruginosa (NRRL B-771), Citrobacter freundii (NRRL B-
2643), Erwinia herbicola (NRRL B-3599)) ve Gram-pozitif bir bakteri olan
Streptococcus faecalis (ATCC 29122) bakterisi kullanilmigtir. Bu bakterilerin bazilan
icin (Citrobacter freundii, Erwinia herbicola ve Streptococcus faecalis) L-DOPA ve
dopamin iiretim 6zellikleri ilgili literatiir bilgisi mevcuttur. E. aerogenes, P. aeruginosa,
E. herbicola, C. freundii bakterileri Amerikan Tarm Bakanhg Kiiltiir
Kolleksiyonu’ndan (USDA Culture Collection, Peoria, Illinois, USA) bakteri stok
kiiltirlerinden sorumlu kiiratr Dr. Alejandro Rooney tarafindan tarafimiza

saglanmigtir.
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3.4. Arastirmada Kullanilan Bakterilerin Uretilmesi ve Stok Kiiltiirler

Aragtirmada kullanilan bakterilerin uzun siireli stoklart % 20 gliserol (v/v)
igeren s1v1 LB besi ortami i¢inde yapilmigtir. Bunun i¢in logaritmik fazdaki kiiltiirlerden
steril Eppendorf tiiplerine 1 mL alinip, 5,000 rpm’de 3 dak santrifiij edilmis ve
supernatan dokiilerek bunun yerine 0.8 mL LB ve 0.2 mL gliserol eklenerek -20 °C’de
muhafaza edilmiglerdir. Bu tiir bir stoktaki hiicrelerin 2 yil canliliklarim koruduklari
(koloni olugturma) belirlenmektedir. Ancak ¢aligmada bu stok Kkiiltiirler degil, LB 'agar
plaklar (+4 °C’deki 1 ay1 gegmeyen siirelerle tutulmus taze pasajlar) kullamlmigtir.
Yani, TPL enzimi sentezi, L-DOPA ve dopamin' {iretimi ¢aligmalan i¢in hiicre kiiltiirleri
bu pasajlardan yapilmugtir. Pasajlardan bir koloni alinarak 20 mL besiyeri/100 mL
erlenlere ekim yapilmig ve 1 gece (~15 saat) 37 °C’de calkalamal (200-rpm) etiivde
inkiibe edilmigtir. Bu kiiltiirler ¢aligma sirasinda stok olarak kullanilmigtir.

3.5. L-DOPA ve Dopamin Sentezi i¢in Bakteri Kiiltiirleri

Bakterileri plaklarindan bir koloniden 1 6ze dolusu alinarak 20 mL LB igeren
100 mL kapasiteli erlenlere ekim yapilmis ve gece boyunca galkalamali kosullarda
(200-rpm) 37 °C’de inkiibe edilmistir. Bu stok kiiltiirlerden taze besiyerlerine %1
olacak sekilde (Or; 20 mL LB igeren erlenlere 200 pl gece kiiltiirii) ekim yapilmig ve
inkiibasyona (24 saat 200-rpm, 37 °C) birakilmigtir. TPL enzimi tirozin ile indiiklendigi
i¢in ekim yapilmadan &nce besiyerine % 0.1 olacak gekilde tirozin eklenmistir.

3.6. Kiiltiir Ortamindaki Toplam Biokiitle Belirlenmesi

Hiicre kiilttirlerinde ¢ogalma indikatdrii olarak toplam ortam tiirbiditesinin optik
yogunlugu kullamilmigtir. Bunun i¢in belirlenmig kiiltiir fazlarinda Kkiiltiiriin optik
yogunlugu 600 nm dalga boyunda kaydedilmigtir. ODggo > 0.5 oldugu zaman kiiltiirler
uygun sekilde (1/5 veya 1/10) diliisyon yapilarak degerleri kaydedilmigtir. Hiicrelerin
hepsi duragan fazlardan geldiklerinden bu tiir bir biyokiitle belirlemesi canli hiicre
sayilart ile iligkili degildir. Ancak, bu tlir bir Sl¢limii yapmamizdaki amag¢ hiicre
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Oziitlerinin hazirlanmasmda egit OD degerlerini saglayarak esit miktarda biyokiitle’yi

sonifiye etmek i¢indir.
3.7. Kiiltiir Supernatantlariin Saklanmasi

Kiiltiirler belli zaman siirelerince inkiibe edildikten sonra santrifiij tiiplerine
transfer edilmis ve 10,000 xg’'de +4 °C’de 5 dakika santrifiij edilmiglerdir. Santrifiij
sonrast elde edilen supernatantlardan 1’er mL alinmig ve aliiminyum folyo ile
kaplanmig Eppendorf tiiplerine konularak hiicre dist L-DOPA ve dopamin tayini igin
HPLC ile 6l¢iim yapilana kadar +4 °C saklanmiglardir.

3.8. Hiicre Oziitlerinin Hazirlanmasi

Inkiibasyon sonras: santrifiij edilen kiiltiirlerin pelletleri bu boliimde hiicre i¢i L-
DOPA ve dopamin {iretimi, in vitro diizenekteki L-DOPA ve dopamin iiretimi ve TPL
aktiviteleri i¢in kullaniimiglardir. Peletler 0.05 M KPi tamponunda (pH 8.6) iki kez
yikandiktan sonra ayn1 tamponda Aggy =10 olacak sekilde tekrar siispanse edilmis ve bu
slispansiyonlar bir ultrasonifikatér (Sanyo soniprep 150) ile 40 saniye sonifikasyon, 20
saniye buz iizerinde inkiibasyon olacak sekilde toplam 3 dakika sonifiye edilerek
ultrasonik hiicre 6ziitleri hazirlanmigtir. Hiicre dziitleri 10,000 xg ve 4 °C’de 5 dakika
santrifiij edilerek supernatantlardan 1’er mL almp altiminyum folyo ile kaplanmig
Eppendorf tiiplerine konulmugtur. Hiicre i¢i L-DOPA ve dopamin seviyesi analizinin
yapildigr ve TPL enzim aktivitesinin belirlendigi bu supernatanlar HPLC ile &lglim
yapilana kadar +4 °C’de muhafaza edilmigtir.

3.9. Tirozin Fenol Liyaz Enziminin Aktivite Tayini

TPL enzim aktivitesi, enzim tarafindan L-tirozinin fenol, pirlivat ve amonyaga
yikilmasindan agifa ¢ikan amonyagin belirlenmesine dayanan ve yaygin olarak
kullanilan Nessler reaksiyonu ile belirlenmigtir [84]. Toplam 1 mL olan reaksiyon
karigimi, 5 mM L-tirozin ve 0.1 mM piridoksal fosfat (PLP) igeren 800 ul 0.05 M KPi
(pH 8.6) ve 200 pl hiicre dzitiinden olugmaktadir. Her bir 6rnek i¢in paralel hazirlanmig
kor tiiplere 6ziit konulmadan 6nce 0.1 mL 1.5 M trikloroasetik asit (TCA) konularak

hiicre proteinlerinin (dolayis1 ile TPL’nin) denatiirasyonu saglanmistir. Ornekler ve
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bunlara kars1 gelen korler 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra &rnek
tﬁplerine 0.1 mL 1.5 M trikloroasetik asit (TCA) konularak reaksiyon durdurulmustur.
Reaksiyon karigimi daha sonra 10,000 xg’de 5 dakika santrifiij edilerek, 500 pl
stipernatant 1.75 ml distile su igeren tiiplere transfer edilmigtir. Bu karigima 250 pl
Nessler ayiraci eklenerek toplam hacim 2.5 mL yapilmig ve karisim vortekslenerek, 10
dakika oda sicakhifinda tutulmustur. Bu siire sonunda olusan renk yogunlugu degerleri
o renge 6zgii olan 480 nm dalga boyunda korlerine karsi okunarak kayit edilmigtir. Bir
TPL enzim unitesi (U), 37°C’de 1 dakikada 1 umol amonyak agiga ¢ikaran enzim
miktar1 olarak tamimlanirken, spesifik aktivite (SA) miligram toplain hiicre proteininde
bulunan enzim {initesi olarak ifade edilmistir. Orneklerdeki amonyak konsantrasyonu,
daha 6nce amonyum siilfatla hazirlanmig olan standart egri yardimi ile hesaplanmigtir.
Bu metodla amonyak belirleme alt sinin yaklagik 10 pM olarak belirlenmigtir.
Orneklerdeki total protein miktarn, sigir serum albumininin (BSA) standart olarak

kullanildig1 Lowry metoduna gore yapilmigtir [86].
3.10. L-DOPA Uretimi I¢in in vitro Diizenek

L-DOPA ve dopamin f{iretimi dogrudan hiicre ortamindan ve hiicrenin kendisi
tarafindan saglanan bilesiklerden yapilabilecegi gibi in vitro bir diizenekle TPL’nin
bulundugu ortamda iiretilebilir. Toplam 1.1 mL olan reaksiyon karigimi1 900 pl KPi (pH
8.6) iginde 0.05 mM katekol, 0.05 mM piriivik asit, %0.1 ‘lik sodyum siilfit (w/v), 0.1
mM piridoksal fosfat (PLP), 0.65 M amonyum klorid ve 200 pl hiicre 6ziitli igerecek
sekilde hazirlanmigtir [17]. Ornekler 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra
0.1 mL 1.5 M trikloroasetik asit (TCA) eklenerek reaksiyon durdurulmugtur. L-DOPA
15tk ve hava temasi ile bozuldugu i¢in reaksiyon aliiminyum folyo ile sarili kapali
Eppendorf tiiplerde yapilmig ve HPLC ile tayin edilene kadar 151k almayan bir ortamda

muhafaza edilmigtir.
3.11. L-DOPA ve Dopaminin HPLC ile Analizi
Hem hiicre kiiltiirlerindeki ve hem de bir in vitro reaksiyon ortaminda elde

edilen L-DOPA ve dopamin miktar1 Agilent 1100 HPLC cihaz1 ile Ol¢iilmiigtiir.

Analizler ¢izelge 3.3.°de verilen cihaz parametrelerine gbre ger¢eklestirilmistir. Burada
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1000 mg/L (1000 ppm)’lik stok L-DOPA ve dopamin ¢ozeltilerinden, kalibrasyon igin
ara stok standartlar 10-200 mg/L. (10-25-50-100-200) araliginda hazirlanmigtir.
Kalibrasyon egrileri L-DOPA ve dopamin i¢in standartlar kullanilarak elde edilmistir.
Bu kalibrasyon egrileri i¢in korelasyon katsayilar1 genel olarak > 0.99 diizeyinde
olmustur. Analizlerde her bir rnegin {i¢ tekrar1 hazirlanarak 6l¢lilmiis ve elde edilen
verilerin aritmetik ortalamalar1 alinarak sonuglar hesaplanmistir. Her analiz Sncesi
standart grafikler ¢izilerek kalibrasyon yenilenmis ve her bir analizin gerceklestirilmesi

ve pesinden kolonun temizlenmesi i¢in gegen siirenin 10 dakika oldugu saptanmigtir.

Cizelge 3.3. HPLC cihazi analiz parametreleri.

PARAMETRE
Kolon SGE C3 (4.6 x 250 mm,5um)
Dedektor Diyot Array Dedektdr (DAD)
20 mM Fosfat Tamponu pH: 3.0 / Metanol
Co6zgen karisumi (mL)
97/3)
Cozgen akis hizi (mL/dk) 1.0
Kolon sicakligi (°C) 25

Tayin yapilan dalga boyu (nm) 280

Hesaplama kriteri Pik alani
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. HPLC ile L-DOPA ve Dopamin Ol¢iimii

L-DOPA ve dopamin iretimi igin analizi yapilacak olan 6rneklerin HPLC ile
dlgtimii yapilmadan once L-DOPA ve dopamin standart grafikleri olusturulmustur.
Standart grafikler ara galigma konsantrasyonlarinda L-DOPA ve dopaminin ayri ayn ve
birlikte hazirlanarak cihaza verilmesi ve olusan spektrumlara gére gergeklestirilmigtir.
Elde edilen spektrumlar hem standart grafikler olusturulurken hemde 6rneklerinin
analizi yapilirken st tste gakigtirlarak (Sekil 4.1.(c)) analizin hassasiyeti siirekli
kontrol edilmistir. Orneklerin analizi bu standart spektrumdan olusturulan kalibrasyon
grafigi baz alinarak (Sekil 4.1.) gergeklestirilmigtir.

mm.MszwM?mm

DOPAG6ED
CAHFCHEMAT\DATANFURS
T bapbs, 165022

Sekil 4.1 (a). L-DOPA ve dopamin karigimum igeren solisyondan gelen HPLC

spektrumu.
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Sekil 4.1 (b). a) Saf L-DOPA’nin HPLC spektrumu; b) Dopamin ve L-DOPA karigim1
ile saf halde uygulanmig L-DOPA’mn sistem tarafindan gakistinlmis HPLC spektrumu.
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Sekil 4.1 (c). C. fruendii’nin 12 saat kiiltiire edilen LB + % 0.1 tirozin igeren ortamdan
gelen L-DOPA diizeyini gosteren HPLC spektrumu.

26



4.2. Farkl Kiiltiir Kogullarinin ve Kiiltiir Fazlarmin Tirozin Fenol Liyaz Enzimi

Aktivitesi Uzerine Etkisi

Calismanin bu kisminda C. freundii’deki TPL aktivitesinin farkl kiiltlir kogullar
altinda nasil degistigi arastirtlmistir. L-tirozin bu enzimin hem substrati ve hem de
indiikleyicisi oldugu i¢in, 6n ¢alismalarimizda degisik konsantrasyonlarda L-tirozin
eklenen ortamlarla L-tirozin icermeyen kontrol ortamlar1 karsilagtirilmig ve hem
minimal ve hem de zengin besi ortaminda L-tirozinin % 0.1 oraminda bu enzimin
aktivitesini maksimum indiikledigi gbriilmiigtiir. Bu oramn iizerinde (% 0.4) tirozin
kullanilmasinin TPL enzim aktivitesinde % 0.1’¢ gore onemli bir degisiklik
yapmadifimin belirlenmesinin yaninda bdyle yiiksek oranlardaki tirozinin kiiltiir
dinamikleri (hiicre ¢ogalmasi) lizerinde de Onemli negatif etki yaptigi gozlenmigtir.
Dolayisi ile ¢aligma boyunca L-tirozin igeren ortam denilmesi tirozinin % 0.1 oraninda
eklendigini ifade etmektedir. Aragtirmamn bu kisminda ayrica farkl: kiiltiir fazlarindaki
C. freundii'nin gen¢ ve yash hiicrelerinde TPL aktivitesini nasil etkiledigi
arastirilmigtir. Bu amag i¢in 12, 24 ve 48 saat siire ile inkiibe edilmis hiicreler

kullamlm1§t1r.
4.2.1 Zengin Besi (LB) Ortaminda C. freundii’nin Tirozin Fenol Liyaz Aktivitesi

Zengin besi ortaminda kiiltlirti yapilan C. freundii hiicrelerinin TPL aktivitesi Sekil
4.2. de gosterilmistir. Bu ortama L-tirozinin eklenmesi enzim seviyesinde énemli artisa
sebep olmugtur. Bu artiy orammmn farklh Kkiiltiir fazlarinda 4-7 kat arasinda oldugu
belirlenmigtir. C. freundii‘nin geng¢ hiicrelerinde (12 saat) TPL enzim aktivitesi en
yiiksek diizeyde iken daha ileri kiiltiir basamaklarinda enzim aktivitesinin azaldig:
gozlemlenmigtir. Bu tiir bir enzim profili hem LB ve hem de L-tirozinle desteklenen LB
ortaminda belirlenmigtir. Tirozin ilave edilmis kiiltiirlerde 12. saatte 24. ve 48. saatteki
kiiltiirlere gore sirasi ile 1.5 ve 2.63 kat daha fazla TPL enzim aktivitesi bulunurken,
tirozin icermeyen LB ortaminda da bu geng hiicreler i¢in 24. ve 48. saatteki hiicrelere
gére benzer bir egilim godzlenmis ve sirasi ile 2.65 kat ve 2.90 kat daha fazla TPL
aktivitesi gézlenmigtir. Diger bir deyigle her iki ortamda da enzim aktivitesi zamana
bagh olarak onemli Sl¢iide diistis gOstermistir. L-tirozinin TPL enzimini indiikleyici
etkisi olduk¢a barizdir. Tirozin ilavesi yapilan ortamda 12 saat kiiltivasyondan gelen

hiicreler bu amino asiti icermeyen LB ortaminin aym fazindaki hiicrelerine gore 4.1 kat
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daha fazla TPL aktivitesi gosterirken, 24 saat ve 48 saat kiiltiirlerinde bu oran 7.1 ve 4.5

kat olarak belirlenmisgtir.

TPL Aktivitesi, (mU mg” protein)

Zaman (saat)

Sekil 4.2. C. freundii’nin LB (E) ve LB+%0.1 tirozin (E) ortamlarinda farkli kiiltiir
fazlarindaki TPL aktivitesi. Her veri noktas1 en az {i¢ bagimsiz deneyin ortalamasindan
gelmektedir. Dikey hata gubuklan + standart sapmalar1 (o,.1) ifade etmektedir.

4.2.2. Minimal Besi (M9) Ortaminda C. freundi’nin Tirozin Fenol Liyaz Aktivitesi

Minimal besi (M9) ortaminda Kkiiltlirti yapilan C. freundii hiicrelerinin TPL
aktivitesi Sekil 4.3.’de g0sterilmistir. Bu ortamda da L-tirozin ilavesinin TPL aktivitesi
tizerinde indiikleyici bir etki yaptifr gériilmektedir. Ancak, bu ortamda TPL’nin
tirozinle indiikklenme oram1 LB ortamina gére ¢ok daha diigiik kalmigtir. Ayrica, bu
ortamda kiiltiire edilen hiicreler LB ortaminda Kkiiltiire edilen hiicrelere gére oldukca
diislik enzim aktivitesi gGstermislerdir. Bu ortamda kiiltiirli yapilan hiicrelerin 12. saatte
LB ortamindaki ayni fazdaki kiiltiire gére 2.2 kat daha diisiik bir TPL aktivitesine sahip
olduklar1 belirlenmistir. Ancak bu fark ileri kiiltiir fazlarinda daha diigiik olmustur (24
ve 48 saat kiiltiirler igin sirasi ile % 14 ve % 21). Iki kiiltiir ortami (LB ve M9) arasinda
TPL aktivitesindeki fark bu ortamlarin %0.1 tirozin igermesi halinde daha carpici
olmustur. LB + tirozin ortaminda 12 saat kiiltiire edilen hiicreler aym fazdaki M9 +
tirozin ortamindaki hiicrelere gtre 6.3 kat daha fazla bir TPL aktivitesi g&sterirken, 24.
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ve 48. saat kiiltirleri igin bu oran sirast ile 6.5 ve 3.7 kat olarak belirlenmistir. Diger bir
deyisle, minimal ortamda tirozinin TPL’yi indiikleyici etkisi LB ortamindaki
indiikleyici etkinse gére ¢ok daha diisiik kalmigtir.

o
(8]
]

0,45 -

o
E-S
1

0,35 -

o
w
L

0,25 -

o
N
1

48

0,15 -

TPL Aktivitesi, (mU mg‘1 protein)
o

0,05 -

Zaman (saat)

Sekil 4.3. C. freundii’nin M9 (&) ve M9+%0.1 tirozin (&) ortamlarinda farkl1 kiiltiir
fazlarindaki TPL aktivitesi. Her veri noktas1 en az {i¢ bagimsiz deneyin ortalamasindan

gelmekte olup ince dikey hata ¢ubuklar + standart sapmalari (oy.1) ifade etmektedir.
4.3. Farkl Kiiltiir Kosullarmin ve Fazlarmin L-DOPA Uretimi Uzerindeki Etkisi

Bu kisimda farkli inkiibasyon zamanlarindan ve farkli ortamlardan gelen C.
Jfreundii hiicrelerinin L-DOPA iiretim 6zellikleri aragtirilmigtir. Yukanda farkli kiiltiir
ortamlar1 ve fazlari igin belirlenmis olan TPL aktivitesinin bu bakteri tarafindan L-
DOPA iiretimine nasil yansidigim anlamak ancak bu gekilde miimkiin olacaktir. Benzer
sekilde, hiicreler tirozin igeren ve igermeyen LB ve M9 ortamlarinda {i¢ farkl kiiltiir
fazinda (12, 24 ve 48 saat) inkiibe edilmis, hiicre igi ve hiicre disi (besi ortamina

salinan) L-DOPA miktarlan belirlenmistir.
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4.3.1. Kiiltiir Fazmnn C. freundii’de L-DOPA Uretimi Uzerine Etkisi

Zor kosullar altinda enerjetik sebepler ve diger nedenlerden dolay1 (karbon
kaynad1 ve azot eksikligi) hiicreler iirettikleri L-DOPA’nin bir kismimu hiicre iginde
tutarlar. Ancak, L-DOPA birincil derecede hiicre disina (besi ortamina) saliman bir
metabolittir [17, 18, 20]. Bu nedenle L-DOPA iiretimi ayr1 ayr olarak hiicre i¢i ve hiicre
dis1 olarak iki kisimda gosterilebilecegi gibi total (hiicre i¢i + hiicre dig1) L-DOPA
{iretimi olarak da belirlenebilir. Sekil 4.4.°de farkli zamanlara kadar inkiibe edilmis olan
C. freundii hiicrelerinin LB ve LB+tirozin ortamlarinda {irettikleri hiicre i¢i, hiicre dis1
ve total L-DOPA miktarlar verilmistir.

TPL aktivitesindeki kadar belirgin olmasa da, L-DOPA iiretiminin de L-tirozin ile
indiiklendigi gorlilmiistiir. L-DOPA tretiminin 12. saat kiiltiirlerinde 24. ve 48. saat
kiiltiirlerine gére daha fazla oldugu belirlenmistir. Ileri kiiltlir fazlarinda (24 ve 48 saat)
hiicre i¢gi L-DOPA seviyesi diiserek benzer miktarlarda sabitlenmistir. Aym1 durum
hiicre dist (kiiltiir ortamina salinan) L-DOPA i¢in de gozlenmistir. Dolayisiyla bundan
sonra yapilan ¢aligmalarda L-DOPA ltiretimi icin inkiibasyon zamami 12 saat olarak
secilmistir. LB iginde bu fazdaki kiiltiirlerin 24. ve 48. saatlerdeki kiiltiirlere gére
yaklagik % 50 daha fazla hiicre i¢i ve yaklagik % 8 kadar daha fazla hiicre dist L-
DOPA igerdikleri belirlenmistir. L-tirozinin L-DOPA tiretimini indiikleyici etkisi hiicre
i¢i ve hiicre digt L-DOPA igin farkli olmustur. L-tirozin i¢eren LB kiiltiirlerde bu amino
asiti icermeyen LB kiiltiirlerine gore hiicre dis1 L-DOPA iiretimi 12, 24 ve 48. saat
kiiltirlerinde siras1 ile % 31, 46 ve 45 oraninda daha fazla oldugu saptanirken, bu
oranlar hiicre i¢i L-DOPA i¢in % 10, 6 ve S seviyesinde olmugtur.
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Sekil 4.4. C. freundii’nin LB (£) ve LB+%0.1 tirozin (#) ortamlarinda farkli kiiltiir
zamanlarindaki hiicre dig1 (a), hiicre i¢i (b) ve total L-DOPA (c) seviyesi. Her veri
noktasi en az 3 bagimsiz deneyin ortalamasi olup, ince dikey hata ¢ubuklar1 + standart

sapmalar (o,.;) ifade etmektedir.
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4.3.2. Farkh Kiiltiir Fazlarindan Gelen C. freundii Oziitleri ile in vitro Bir

Reaksiyon Diizeneginde L-DOPA Uretimi

Sekil 4.5.’te farkli zamanlara kadar kiiltiirii yapilan C. freundii‘nin LB ve
LB+tirozin ortamlarindan gelen hiicre oziitlerinin in vitro bir reaksiyon diizenegindeki
L-DOPA {iretimi g&sterilmigtir. Farkli kiiltiir fazlarindan gelen C. freundii hiicrelerine
ait TPL igeren Oziitler reaksiyon karigimmda L-DOPA iiretiminin tirozin iceren LB
ortaminda kontroliine gére 3-4 kat artt1if1 gozlenmistir. 12 saat inkiibe edilen hiicrelerin
24 ve 48 saat inkiibe edilen hiicrelere gore daha fazla L-DOPA irettigi saptanmustir. 12
saat tirozin i¢eren LB ortaminda inkiibe edilen hiicreler, LB ortaminda inkiibe edilenlere
gére 4 kattan fazla L-DOPA iiretmistir. 24 saat siire ile tirozin i¢eren LB ortaminda
inkiibe edilen hiicreler, LB ortaminda inkiibe edilenlere gore yaklasik olarak 4 kat L-
DOPA iiretirken, tirozin igeren LB ortaminda 48 saat inkiibe edilen hiicrelerin, LB

ortaminda aym siire kiiltiirli yapilan hiicrelere gére yaklagik olarak 3 kat daha fazla L-
DOPA iirettikleri saptanmugtar.

24 48

Inkiibasyon Siiresi (saat)

Sekil 4.5. C. freundii’nin LB (E£1) ve LB+%0.1 tirozin (@) ortamlarinda farkli kiiltiir
fazlarindan gelen hiicrelere ait TPL igeren in vitro reaksiyon diizenegindeki L-DOPA

tiretimi. Her veri noktasi 3 bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata ¢ubuklar + standart

sapmalar1 (oy,.1) ifade etmektedir.
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4.4. Farkh Ortamlarda Kiiltiirii Yapilan C. freundii’nin L-DOPA Seviyesi

Calismanin bu kismunda C. freundii’nin farklh ortamlarda kiiltliriiniin
yapilmasimnin L-DOPA {iretimi {izerine etkisi aragtirnlmigtir. TPL enzimi 12. saatte daha
fazla aktivite gdsterdigi i¢in L-DOPA iiretiminde inkiibasyon siiresi 12 saat olarak

secilmigtir.

4.4.1. Farkh Ortamlarda Kiiltiirii Yapilan C. freundii’nin Hiicre I¢i, Hiicre Dis1 ve
Total L-DOPA Seviyeleri ' '

Farkli ortamlarda kiiltiirii yapilan C. freundii’nin hiicre i¢i, hiicre dis1 ve total L-
DOPA iiretimi Sekil 4.6.’da gosterilmigtir. Caligmada kullamlan her iki besiyerine (LB
ve M9) tirozin eklendiginde L-DOPA iiretiminde artig gézlenmistir. Ancak, LB ortam
L-DOPA i¢in en uygun ortam olmasinn yamnda, bu ortamla verilen L-tirozin M9
ortamindakine gore daha yiiksek diizeyde bir L-DOPA iiretimini saglamistir. LB
ortaminda {iretilen total L-DOPA miktar1 M9 ortaminda {iretilenin 2 kat: bulunmustur.
Benzer sekilde bu oran tirozin eklenmis olan LB ortaminda tirozin igeren M9 ortamina
gbre 2 katin lizerinde olmustur. Burada dikkat ¢eken bir 6zellik her iki ortamda da hiicre
ici L-DOPA miktarimin biri birine ¢ok yakin ¢ikmis olmasidir. Dolayist ile iki ortam
arasinda toplam L-DOPA miktarnn arasindaki 2 kat fark tamam ile hiicre dis1 L-
DOPA’dan gelmektedir. LB ortaminda hiicre digt L-DOPA diizeyi 301 mg/L iken, bu
deger M9 ortami igin sadece 17.2 mg/L olarak belirlenmistir. Benzer sekilde, tirozin
iceren LB ortaminda hiicre dig1 L-DOPA 394 mg/L iken, tirozin iceren M9 ortaminda
sadece 19.1 mg/L. L-DOPA belirlenmigtir. Biitiin bunlar gostermektedir ki, tiretilen L-
DOPA’nin belirli bir kism1 hiicre i¢inde tutulurken fazla tiretilen L-DOPA hiicre digina
salinmaktadir. LB ortaminda C. freundii hiicre digina hiicre iginde iirettigi kadar L-
DOPA salmistir. LB ortamina tirozin eklendiginde liretim arttifindan hiicre digina
salinan L-DOPA miktar1 da artmustir. M9 ortaminda ise hiicre digina salinan L-DOPA
miktari ¢ok azdir. Burada bakterinin {irettigi L-DOPA az oldugu i¢in hiicre gereksinim
duydugu miktardaki L-DOPA’y1 hiicre i¢inde tutmus, bu gereksinimi digindaki az
miktardaki L-DOPA’y1 ise hiicre digina salindig1 diistiniilmektedir.
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LB+trz MA+irz

Besiyeri Ortamlan

Sekil 4.6 (a). Farkli ortamlarda kiiltlirli yapilan C. freundii’nin hiicre disgt L-DOPA
seviyesi. Hiicreler LB, M9 (&) ve bunlarin %0.1 tirozinle desteklenmis ortamlarinda
(#) 12 saat boyunca inkiibasyona birakilmiglardir. Her veri noktas: en az 3 bagimsiz

deneyin ortalamasi olup, hata gubuklar + standart sapmalar (c,.)) ifade etmektedir.
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Besiyeri Ortamlan

Sekil 4.6 (b). Farkli ortamlarda kiiltlirii yapilan C. freundii’nin hiicre i¢i L-DOPA
seviyesi. Hiicreler LB, M9 (E]I) ve bunlarin %0.1 tirozinle desteklenmis ortamlarinda
(B) 12 saat boyunca inkiibasyona birakilmiglardir. Her veri noktasi en az 3 bagimsiz

deneyin ortalamasi olup, hata gubuklan + standart sapmalar (o,.;) ifade etmektedir.
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Sekil 4.6 (c). Farkl: ortamlarda kiiltliri yapilan C. freundii’nin total L-DOPA seviyesi.
Hiicreler LB, M9 (E]) ve bunlarin %0.1 tirozinle desteklenmis ortamlarinda (72) 12 saat
boyunca inkiibasyona birakilmiglardir. Buradaki degerler Sekil 4.6(a) ve (b) deki
degerlerin toplamim g&stermektedir. Her veri noktasi en az 3 bagimsiz deneyin

ortalamasi olup, hata ¢ubuklar + standart sapmalan (o,.;) ifade etmektedir.
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4.4.2. Farkh Besiyerlerinden Gelen C. freundii Ogziitleri ile in vitro Bir Reaksiyon
Diizeneginde L-DOPA Uretimi

LB ve M9 ortamlannda kiiltlirii yapilan C. freundii hiicre 6ziitlerinin reaksiyon
kangimindaki L-DOPA sentez seviyeleri Sekil 4.7. de gosterilmistir. Bu in vitro
dtizenekte, TPL kaynag olarak hiicre 6ziitii ve L-DOPA yapimi igin gerekli kimyasallar
(ko-enzimler, substrat, iyonik ortami1 saglayan diger bilesenler) kullanilmistir. Bu
calismada, zengin LB ortamindan gelen hiicre dziitlerinin, simirli bir besinsel degeri olan
minimal (M9) ortamdan gelen hiicre 6ziitlerine gdre % 20’nin lizerinde daha fazla L-
DOPA iiretim kapasitelerinin bulundugu belirlenmigtir. Her iki ortamin tirozin i¢eren
formlarindan gelen hiicre 8ziitleri ile L-DOPA iiretimi 6nemli artig gstermistir. Bu tiir
bir indiiklenme LB ortaminda 4.3 kat kadar iken, M9 ortaminda ise 1.7 kat olarak
gozlenmistir. Diger bir deyimle, tirozin igeren LB ortamindan gelen hiicre 6ziitleri, yine
tirozin igeren M9 ortamindan gelen hiicre dziitlerine gére 3 katin tizerinde bir L-DOPA

olusturma kapasitesi gostermiglerdir.
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Sekil 4.7. Farkh ortamlarda kiiltlirii yapilan C. freundii’den gelen hiicre 6ziitleri ile in
vitro bir reaksiyon karigimindaki L-DOPA sentezi. Hiicreler LB, M9 (E) ve bu
ortamlarin %0.1 tirozinle desteklenmis ortamlarinda (E) 12 saat boyunca inkiibasyona

brrakilmiglardir. Her veri noktasi en az 3 bagimisiz deneyin ortlamasi olup, hata

¢ubuklan + standart sapmalari (Gy.1) ifade etmektedir.
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4.5. C. freundii, P. aeruginosa, E. aerogenes, E. herbicola ve S. faecalis

Bakterileri Tarafindan L-DOPA Uretimi

L-DOPA iiretiminde LB ortami daha yiiksek diizeyde oldugu igin ¢aligilan
bakterilerin hepsi LB ortaminda kiiltiire edilmislerdir. En yiiksek L-DOPA seviyesi
nispeten geng hiicrelerde olmasi sebebiyle 12 saat inkiibasyona birakilmig hiicreler
kullanmilmigtir. Ayrica, LB ortamina tirozin eklenerek bakterilerin tirozinli ortamdaki L-
DOPA seviyeleri karsilagtirilmgtir.

4.5.1. Cesitli Bakterilerde Hiicre I¢i, Hiicre Dis1 ve Total L-DOPA Seviyeleri

Calismanin bu boliimiinde ¢esitli bakterilerin hiicre i¢i ve hiicre dis1 L-DOPA
diizeyleri kargilagtillmigtir. Bunun i¢in, L-DOPA iiretimleri ile bilinen bazi Gram-
negatif bakteri (C. freundii, P. aeruginosa, E. aerogenes, E. herbicola) ve bir adet
Gram-pozitif (S. faecalis) kullanilmistir. LB ve tirozin igeren LB ortamlarinda kiiltiirii
yapilan bu hiicrelerin hiicre i¢i, hiicre dis1 ve total L-DOPA diizeyleri Sekil 4.8. de
gosterilmistir. Caligilan biitiin bakterilerde hem hiicre i¢i ve hem de hiicre disi1 L-DOPA
liretiminin tirozin bulunan LB ortaminda kontroliine gore biitiin bakterilerde artig
gOsterdigi gozlenmistir. Bakteriler arasinda her iki ortam i¢in de en yiiksek diizeyde L-
DOPA iiretimi C. freundii’de kaydedilirken, en diisiik iiretim P. aeruginosa bakterisinde
olmugstur. Bu baglamda, C. freundii’nin P. aeruginosa’ya gore 18 kata varan hiicre disi,
180 kata varan hiicre igi yiiksek L-DOPA seviyelerine sahip oldugu belirlenmigtir. C.
freundii nin P. aeruginosa disindaki diger bakterilere nazaran 7-12 kat daha fazla hiicre
dist L-DOPA ve 4-78 kat daha fazla hiicre i¢i L-DOPA seviyesine sahip oldugu
gbzlenmistir. Dikkat ¢ekici bagka nemli bir nokta ise E. gerogenes’da total L-DOPA
liretiminin, bu madde i¢in yaygin kullanimz ile bilinen E. herbicola’ya gére daha yiiksek
cikmig olmasidir. C. freundii ve E. herbicola iirettikleri L-DOPA’nin yaklagik olarak
yarisiu hiicre iginde tutarken, P. aeruginosa iirettigi L-DOPA’nin %10’unu, S. faecalis
%10-30’unu ve E. aerogenes ise %65-75’ini hiicre iginde tutmustur. Bakterilerin
tirettikleri L-DOPA’nin bu oranlart agan miktarlarinin ise hiicre digina saldiklan
belirlenmistir. Diger bir deyimle, C. freundii ve E. herbicola irettikleri L-DOPA’nin
yansindan fazlasini hiicre disina salarken, P. aeruginosa %90’m, S. faecalis %70-

90’ E. aerogenes ise %25-35’1ni hiicre disina salmiglardir.
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Sekil 4.8 (a). C. freundii, P. aeruginosa, E. aerogenes, E. herbicola ve S. faecalis hiicre
dis1 L-DOPA diizeyleri. Hiicreler LB (E]) ve LB+ %0.1 tirozinle desteklenmig ()
ortamlarda 12 saat boyunca inkiibasyona birakilmiglardir. Her veri noktasi en az ii¢

bagimsiz deneyden olup, hata ¢ubuklan * standart sapmalar (o) ifade etmektedir.
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Sekil 4.8 (b). C. freundii, P. aerugihosa, E. aerogenes, E. herbicola ve S. faecalis hiicre
i¢ci L-DOPA diizeyleri. Hiicreler LB (El) ve LB+ %0.1 tirozinle desteklenmis (F1)
ortamlarda 12 saat boyunca inkiibasyona birakilmiglardir. Her veri noktas: en az ii¢

bagimsiz deneyden olup, hata ¢ubuklari + standart sapmalari (c,.;) ifade etmektedir.
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Sekil 4.8 (c). C. freundii, P. aeruginosa, E. aerogenes, E. herbicola ve S. faecalis hiicre
kiiltiirlerinde total L-DOPA seviyeleri. Hiicreler LB (E) ve LB+ %0.1 tirozinle
desteklenmis (#2) ortamlarda 12 saat boyunca inkiibasyona birakilmiglardir. Buradaki
degerler Sekil 4.8(a) ve (b)’deki degerlerin toplamini géstermektedir. Hata ¢ubuklan +

standart sapmalari (o,.;) ifade etmektedir.
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4.5.2. C. freundii, P. aeruginosa, E. aerogenes, E. herbicola ve S. Sfaecalis
Bakterilerinden Gelen Hiicre Oziitleri ile in vitro Bir Reaksiyon Diizeneginde

L-DOPA Sentezi

LB ve tirozinle desteklenmig LB ortamlarinda kiiltiirii yapilan bakterilerden
gelen hiicre oziitlerinin in vitro bir rekasiyon ortamindaki L-DOPA sentez diizeyleri
Sekil 4.9’ da gosterilmistir. L-DOPA’min en fazla C. freundii oziitlerinin bulundugu
rekasiyon ortaminda iiretildigi sekilde gozlenmektedir. Bu bakterinin LB ortamindan
‘gelen hiicre 6zﬁtleri‘diger bakterilerin aynmt ortamdan gelen oziitlerine gbre 7-25 kat
daha fazla L-DOPA olusturmugtur. Tirozin igeren LB ortaminda bu fark daha da
belirgin olmustur. LB ortaminda iiretilen C. freundii i¢in 71 mg/L L-DOPA {iretilirken,
tirozinle desteklenmis olanda 308 mg/L’ye ¢ikmigtir. Bu deger (308 g/L), diger
bakterilerin aym ortamdan gelen 6ziitlerinin 30-110 kat1 kadar olmugtur.

C. freundii’nin L-DOPA iiretimi tirozin ilavesi ile 6nemli derecede indiiklenirken,
diger bakterilerin hem LB ve hem de LB+tirozin 6ziitlerinin L-DOPA iiretim seviyesi
birbirine yakin olarak saptanmigtir.

En distik L-DOPA {iretim seviyesi P. aeruginosa’da gézlenmistir. Bu bakterinin
LB ortami Oziitleri ile 2.87 mg/L ve LB+tirozin 6ziitleri ile de 2.79 mg/L L-DOPA
tretilmisgtir.

Calismada ikinci yiiksek derecede L-DOPA iireten bakteri E. aerogenes olmustur.
Bu bakterinin LB ve LB-+tirozin ortam 8ziitleri in vitro diizenekte sirasi ile 10.2 ve 10.4
mg/L. L-DOPA iiretmigtir. E. aerogenes ile elde edilen bu degerler L-DOPA {iretiminde
yaygin kullamimlan ile bilinen S. faecalis ve E. herbicola’nin L-DOPA diizeylerinden

yaklagik 2 kat daha fazladir.
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Sekil 4.9. C. freundii, P. aeruginosa, E. aerogenes, E. herbicola ve S. faecalis
bakterilerinden gelen Oziitlerden in vitro bir reaksiyon kangiminda L-DOPA sentezi.
Hiicreler LB (EJ) ve LB+ %0.1 tirozinle desteklenmis () ortamlarda 12 saat boyunca

inkiibasyona birakilmiglardir. Her veri noktasi en az {i¢ bagimsiz deneyden olup, hata

cubuklart + standart sapmalari (o,.1) ifade etmektedir.
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4.6. C. freundii ve S. faecalis Bakterilerinde Dopamin Sentezi

Calismanin bu kisminda en fazla L-DOPA iireten bakteri olarak belirledigimiz
C. freundii ve L-DOPA’dan dopamin yapimim katalizleyen bir enzim olan TDC enzimi
ile karakterize S. faecalis bakterileri kullanilmigtir. Bu sistemin (C. freundii ve S.
Jaecalis) kullanilmasinin nedeni dopaminin dogrudan L-tirozinden degil ancak L-DOPA
lizerinden olugmasidir. Her iki madde i¢in de L-DOPA {iretiminin en fazla belirlenmis
oldugu tirozin i¢eren LB ortami kullanilmigtir. En yiiksek diizeyde L-DOPA genel
olarak 12 saat kiltiirlerinde olustugundan, buradaki sistemde de hiicreler bu kiiltiir
fazina kadar inkiibe edilmigler ve hiicre igi, hiicre dig1 ve total dopamin seviyeleri
belirlenmistir (Sekil 4.10). S. faecalis, C. freundii ile karsilagtiriidiginda 18-20 kat daha
az L-DOPA tretmesine kargin total dopamin iiretimi bakimindan yaklagik olarak 1.5 kat
daha fazla dopamin fretmistir. Uretilen dopamin aslinda o bakterinin dopamine
doniistlirdiigi L-DOPA miktarin1 vermektedir. Bu agidan C. freundii total L-DOPA +
dopamin miktar1 olarak karsilastirlldifinda S. faecalis den 2 kat daha fazla L-DOPA
tiretmistir. C. freundii trettigi L-DOPA’nin %30’unu dopamine ¢evirirken S. faecalis
tirettigi L-DOPA’nin %90’1m dopamine ¢evirmistir. S. faecalis firettigi dopaminin
yaklagik olarak %95°ini hiicre disina salarken C. freundii iirettigi dopaminin yarisini

hiicre digina salmigtir.
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Sekil 4.10. C. freundii (B) ve S. faecalis ()’ in LB+tirozin iceren 12 saatlik
kiiltiirlerinden gelen hiicre i¢i, hiicre dig1 ve total dopamin diizeyleri. Her veri noktas: en
az 3 bagimsiz deneyin ortlamasi olup, hata ¢ubuklar1 + standart sapmalar1 (cy.1) ifade

etmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Birgok ndrodejeneratif hastalik i¢in L-DOPA ve dopaminin yarim yiiz yila varan
bagarili klinik uygulamalar1 ve her gegen giin bu maddelere ihtiyag duyan vakalarin
artmast ile bu iki maddeye olan ihtiya¢ da dnemli Slglide artmigtir. Her iki madde de
kimyasal sentezle elde edilebildikleri gibi, son yillarda bu maddelerin yenilenebilir
kaynaklardan bakteriler veya ilgili enzimleri kullamlarak sentezleri dnemli ilgi odagim
olusturmugtur. Yillik yaklagik 250 ton olan L-DOPA iiretiminin yaristmin TPL
enziminin veya bu enzimi tagiyan bakterilerin kullanildig biyosentetik metotla
yapilmasi bu ilginin sonucu olmustur [47, 8].

Bu ¢aligmada L-DOPA ve/veya dopamin iretme yetenekleri ile bilinen gegitli
Gram-neagatif bakteriler (C. freundii, P. aeruginosa, E. aerogenes ve E. herbicola) ve
bir Gram-pozitif bakteri olan S. faecalis’in farkhi kiltiir kosullarinda L-DOPA ve
dopamin sentezi yeteneklerindeki degisim aragtirilmistir. Kiiltiir ortam1 olarak zengin
bir besi yeri olan LB ve minimal bir ortam olan M9 besiyerleri kullamlmis ve ayrica,
hem bu maddelerin olusumunda 6nciil olmasi ve hem de TPL enziminin ifadesini
indiiklemesi sebebiyle L-tirozin igeren besiyerleri de kullanilmistir [22, 47, 48, 52, 53].
L-tirozinin indiikleyici etkisinin amino asitin %0.1 konsantrasyonda kullamldig:
durumda belirgin olarak ortaya ¢iktifi saptanmugtir. Bu konsantrasyonun altindaki
degerlerde TPL aktivitesinde Snemli artiy g6zlenmezken, iistii degerlerde ise hiicre
cogalmasinin negatif etkilendigi saptanmistir. Bu durum, bu amino asitin membran
biitlinltigii tizerindeki negatif etkisinden kaynaklanmig olabilir [42]. L-tirozin, katekol,
katekolamin ve tiirevleri hidrofobik yapilari nedeniyle membran biitiinliigiiniin ve
bdylece membran elektrik potansiyelinin bozulmasina neden olmaktadir [14, 15, 42].
Tum besiyerlerinde en yiikksek L-DOPA iretiminin 12 saatlik kiiltiirlerde oldugu
belirlenmigtir. Bu da bu maddenin gen¢ hiicreler tarafindan uygun substratlardan
(katekol, katekol tiirevleri, L-tirozin) yapildigini ve ileri Kkiiltiir fazlarinda ise bu
substratlarin ve muhtemelen iglenmis olduklar {irtinlerin (L-DOPA ve dopamin) besin
ve enerji kaynagi olarak kullamilabileceklerini diisiindiirmektedir. Bakteri kiiltiir
ortamlarina sonradan eklenen bu maddelerin bakteriler tarafindan kolayca metabolize
edilerek onlarin tiremesine katkida bulunduklar: bildirilmistir [42]. Bizim ¢alismamizda
da goriilmigtiir ki, bdyle zor sartlar altinda 6zellikle besinsel degeri az olan ortama
eklenen L-tirozinin ¢nemli kismi hiicre iiremesinde farkli metabolik yollarda

kullanilmis, bunun sonucu olarak da bu ortamda ¢ok daha diigitk L-DOPA ve dopamin
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diizeyleri kaydedilmig olabilir. Bu tiir bir kullamimdan dolayi, L-tirozinin b&yle bir
ortamda TPL aktivitesi {izerinde indiikleyici etkisi de olduk¢a az olmus olabilir. Buna
karsin, tirozinin LB ortamina eklenmesi durumunda en azindan erken kiiltiir fazinda (12
saat) hem daha yliksek bir L-DOPA ve/veya dopamin {iretimi ve hem de daha yiiksek
diizeyde TPL stimiilasyonu gézlenmistir. Ancak, ileri kiiltiir fazlarinda (24 ve 48 saat)
TPL aktivitesi ve buna bagli olarak L-DOPA ve dopamin seviyeleri de dereceli olarak
dismiistiir. Bu durum, bu enzimi iceren bakterilerin ileri kiiltiir fazlarinda L-tirozini L-
DOPA ve diger ilgili bilesiklere ¢evirmeyip onu karbon, azot ve enerji kaynag1 olarak
kullandiklarini diistindiirmektedir ve bu yonde ¢aligmalar mevcuttur [17, 53].

Tipik olarak L-DOPA iiretimi tirozin destekli bir besiyerinde kiiltlirii yapilan
Erwinia herbicola hiicrelerinin santrifiij edilmesi ve hiicre peletinin enzim kayanagi
olarak substratlarla (piruvat, amonyak ve katekol) birlikte bir fermenttre transferi ile
gergeklestirilir [79]. Boyle bir enzimatik metot kimyasal metoda gdre ¢ok daha basit
olup optik bir ayirmaya gereksinim duyulmaz. Ancak, enzimatik tretimdeki bir sorun
bazen L-DOPA’nin tirozinle kontamine olmasidir. Her iki madde yapisal ve kimyasal
olarak benzer oldugundan, bdyle bir kontaminasyon son fiiriiniin (L-DOPA) klinik
uygulamalarin istedigi standartlarda saflagtinilmasimi olduk¢a giiglestirmektedir. Bu
¢esit olumsuzluklar: ‘asmak icin E. herbicola ve C. freundii tpl geninin 6niine giiglii
propmotorlar (&r. tac propmotoru) eklenerek yiiksek ifade vektdrleri olugturulmus ve E.
coli'ye aktarilmistir. Besi ortamma IPTG (isopropyl-b-D-thiogalactopyranoside)
eklendiginde her iki bakteriden gelen TPL geni i¢in de yliksek bir ifade goriilmiis
olmasma ragmen, bu hiicrelerin L-DOPA iiretimi yabamil tip E. herbicola kadar
olmamigtir. Dolayis1 ile hiicrelerin TPL ifade kapasiteleri sirf gen dozaji ile
agiklanabilecek bir olgu degildir. Boyle olsaydi, {izerinde pl/ geni tagiyan vektorlerle
transform edilmis E. coli’de bu geni kromozomlarinda tek kopya halinde tagiyan dogal
konake1 hiicrelere (E. herbicola ve C. freundii) gére daha yiiksek TPL aktivitesi
gozlemlenmesi gerekirdi. Bu L-DOPA iretimi i¢in kullanilan substratlarin (L-tirozin,
katekol, amonyum ve piriivat) hiicre membranindan igeri tasimm oranlar1 enzimin
ifadesi seviyesinde belirleyici rol oynayabilecedini gostermektedir. E. herbicola
kromozomu tizerinde sadece bir kopya #p! geni bulundurmasina ragmen bugiine kadar
L-DOPA fiiretimini en yliksek diizeyde yapan bakteri olarak belirlenmis olmasi gen
dozaji disinda bu tiir membran taginim 6zelliklerinin rol oynadigini akla getirmektedir.
Dolayisi ile TPL genini dogal olarak bulunduran E. herbicola ile bu geni rekombinant

olarak tagtyan E. coli hiicreleri TPL enziminin substraartlarina ve bu enzimi indiikleyen
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ajanlara kars1 farkli gegirgenlik potansiyellerine sahip olabilirler. Ayrica, membran
yapisii bozma ozellikleri olan katekollere karsi direng farki da bu tiir bir aktivite
farkina katkida bulunabilir. Bu baglamda, bu hiicrelerin degisik katekolamin, katekol ve
katekol tiirevlerine direnglerinin aragtirilmasi1 dnemli ipuglan verebilir. Ayrica, TPL
ifadesi ile ilgili regiilator faktdrlerin ¢ahigilmasi TPL promotorunun (Prp;) L-tirozin
igeren ortamda TyrR proteini tarafindan aktive edildigini gostermektedir. Bu proteinin
(TyrR) aromatik amino asitlerin metabolizmasindaki merkezi rolii uzun zamandan beri
bilinmektedir [47, 48, 50, 86].

Lac raportdr sistemlerin kullamlmast géstermistir ki, E. coli’de rekombinant TPL
ifadesinde hem TyrR proteini ve hem de cAMP reseptdr proteininin (CRP) rol
oynadigim gdstermektedir. Bilindigi gibi TyrR proteinin en 6nemli fonksiyonu aromatik
amino asitlerin biyosentezi, transportu ve pargalanmasindan sorumlu genlerin regiile
edilmesidir [47, 48, 86, 87]. Bu regiilatdr protein, karboksil ucuna yakin bir pozisyonda
DNA’ya baglanan heliks-doniig-heliks motifi tagir. TyrR’nin orta bolgesi ise o’ -
bagimli promotora 6zgli bir dizi olup Prp; ‘ye baglanarak oniindeki genin (TPL)
aktivitesini diizenlerken (daha ¢ok arttirir), amino ucu RNA polimeraza baglanmakla
(bir aktivatdr olarak) iligkilidir. Tirozin, fenilalanin ve triptofan bu regiilatér proteinin
ko-efektorleri olup hedef promotorlardan transkripsiyonu TyrP’nin DNA tizerindeki
baglanma konumuna gore pozitif veya negatif olarak etkileyebilirler. TPL geninin
regillatér bolgesinde (yani promotorw/operatdrii iizerinde) ii¢ adet TyrR baglanma
bolgesi mevcut olup, iki uctaki bu baglanma bélgeleri ile ortadaki arasinda iki adet CRP
baglanma bolgesi mevcuttur. Dolayisi ile CRP’nin iki TyrR arasinda baglanmasi DNA
heliksinde yapisal bir katlanma yapar ki ii¢ adet TyrR dimeri bir araya toplanir [87].

TPL enziminin sentezinin tirozinle indiiklenmesi L-DOPA fiiretimi igin avantaj
saglanmaktadir. Ortamdaki tirozin miktar1 % 0.1 olarak belirlenmistir. Ciinkii tirozinin
¢Oziindigl pH degeri ya ¢ok diisiik ya da ¢ok yiiksektir. N6tral pH da tirozin hemen
hemen ¢6ziinmemektedir. Bakteri biiylime ortamimin pH degeri nétral veya bazige yakin
olmalidir. Bu durum ortama konulacak tirozin miktarint sinirlamaktadir. Dolayisiyla
¢aligmada kullanilan tirozin miktar: bakteri kiiltiirizasyonu i¢in gerekli olan optimum
kosullart degistirmeyecek diizeydedir.

L-DOPA viicutta hayati nem tasiyan ndrotransmisyon olayimni gergeklestiren
nirotransmitter grubuna dahil olan katekolaminlerin (dopamin, norepinefrin ve
epinefrin) sentezinde 6nciil molekiildiir. L-DOPA’nin Parkinson hastaliginda temel ilag

olarak kullamilmasi ve her yil 250 tondan fazla L-DOPA’ya ihtiyag duyulmasi bu
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molekiiliin sentezinin ne kadar ¢nemli oldugunu gostermektedir. Ayrica hastalik
insidansinin artmasi ve hastalifin gériildiigii yas grubunun 50-60 yas grubundan 30-40
yag grubuna diismesi daha fazla L-DOPA’ya ve mevcut sentez mekanizmalarinin
yaninda alternatif mekanizmalara ihtiya¢ duyulacagini gostermektedir.

Son yillarda bakterilerde L-DOPA ve dopamin iiretimi iizerine az sayida da olsa
calismalar yapilmgstir [17, 18, 48]. L-DOPA sentezinden sorumlu olan TPL’nin tiretimi
bakterilerin biiylime ortaminda tirozin amino asitinin bulunmas: ile indiiklenmektedir.
Yapilan bir ¢aligmada tirozin varlifinda #p/ promotorunun TyrR proteini ile aktive
edildigi anlasilmistir. TyrR’nin aromatik amino asit metabolizmasi igin gerekli olan
genlerin regiilasyonunda merkezi bir rol oynadig1 bilinmektedir. Aragtirmalar TyrR
geninin mutasyona ugratildifinda ortama tirozin konulmadan bakterilerin &nemli
derecede pl ekspresyonu yapabildigini gostermigtir. Yiiksek verim ve yiiksek saflikta
L-DOPA olusmas: igin bu rekombinant hiicrelerin olduk¢a uygun oldugu
diisiiniilmektedir [87]. Bagka bir ¢ahiymada L-DOPA sentezinden sorumlu enzimler
saflagtirilmig ve sentetik bir ortamda L-DOPA iiretimi gergeklestirilmistir.. Bu tip
tiretimde devamli pH kontrolii gerekmekte ve ayrica substrat, kofaktsr ve koenzim
miktarlarinin devamli ayarlanmasina ihtiyag duyulmaktadir [47, 48, 50, 87 ].

Benzenden L-DOPA iretimi yapilan bir ¢aligmada hibrit bir yol izlenmis ve
benzenden katekol {iretildikten sonra katekolden L-DOPA {iretimi yapilmigtir.
Benzenden katekol tiretimi igin gerekli iki enzim TDO ve TCGDH dir. Katekolden L-
DOPA tiretimi igin ise TPL enzimine ihtiya¢ vardir. Bu {i¢ enzimin genleri bir plazmide
aktanlarak E. coli ve P. aeruginosa bakterilerine transforme edilmistir. Ancak belirli bir
seviyenin lizerindeki katekol ve benzenden bu rekombinant bakteriler etkilenmekte ve
bu sartlar altinda sonugta etkili bir L-DOPA {iretimi gergeklesmemektedir [18].

Bakterilerle su ana kadar L-DOPA ve dopamin iiretimi mutant veya rekombinant
hiicreler olusturarak ya da saf enzimler kullanarak yapilmigtir. Olusturulan sentetik
ortamlarda verimli iiriin eldesi olmugtur. Fakat bdyle bir ortamin devamli olarak
kontrolii ve optimum kosullarin saglanmasi her zaman miimkiin degildir [17, 18].

L-DOPA ve dopaminin bakteriyel olarak sentezlenmesi iizerine yaptigimiz
caliymada bakterilerin dogal biiyiime ortamlarinda L-DOPA ve dopamini iirettikleri
saptanmigtir. Ureme ortamlarma eklenen tirozin ile de L-DOPA iiretiminin arttif
belirlenmigtir [S3]. Ayrica sentetik bir reaksiyon karigimi hazirlanarak iiretim igin
gerekli molekiiller (substratlar, kofaktdrler ve kenzimler) bakterilere hazir olarak

verildiginde L-DOPA ve dopamin {iretiminin nasil oldugu aragtiriimigtir.
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Calisilan bakteriler arasinda en fazla L-DOPA’nin C. freundii tarafindan
tiretildigi saptanmagtir. L-DOPA iiretiminin fazla olmasi i¢in TPL enzim aktivitesi ve L-
DOPA iiretimi tizerinde zaman ve besi ortam1 optimizasyonu bu bakteri kullanilarak
yaptlmistir. C. freundii’nin 12, 24 ve 48 saat olmak iizere ti¢ farklh kiiltiirii
kullamlmistir. Bu sayede geng¢ ve yash hiicrelerdeki L-DOPA tiretiminin nasil oldugu
arastindmigtir. Ayrica C. freundii zengin (LB) ve fakir (M9) besiyerlerinde kiiltiirii
yapilarak L-DOPA {iretiminin hangi besiyerlerinde daha iyi oldugu c¢alisilmigtir.
Aragtirmalar sonucunda LB ortaminda L-DOPA {iretiminin 12 saatten 48 saate dogru
gittikge azaldig1 goriilmiigtiir. Hem LB hem de M9 ortamlarinda hiicre i¢inde yaklagik
olarak aynt miktarda L-DOPA saptanirken, hiicre digina salinan L-DOPA LB ortaminda
M9 ortamina nazaran 30-40 kat fazla bulunmustur. Total L-DOPA {iretimi LB
ortaminda daha yiiksek gozlenmisgtir.

Farkli kiiltlir fazlarindan (12, 24 ve 48 saat) elde edilen 6ziitler ile yapilan
¢aligmada en yiiksek L-DOPA iiretimi 12 saatlik kiiltiirlerde saptanmigtir. Sonug olarak
yapilan ¢aligma neticesinde L-DOPA iiretimi i¢in en uygun zamann 12 saat iken, uygun
besi ortamiin LB besiyeri oldugu rapor edilmigtir. TPL enziminin aktivitesinin de LB
ortaminda iiretilen 12 saatlik hiicrelerde yiiksek oldugu gozlenmistir.

C. freundii ve diger bakterilerin L-DOPA iiretimi hiicre i¢i, hiicre dig1 ve total
olarak ele alinmig ve biitlin bakteriler igin LB ve tirozin igeren LB ortamlan
denenmigtir. Bakterilerin tirozin bulunan ortamda daha fazla L-DOPA iirettigi
bulunmustur. C. freundii tirettigi L-DOPA’y1 hiicre i¢inde tutma ve hiicre digina salma
orami agisindan bakteriler arasinda en yiiksek kapasiteye sahiptir. Dolayisiyla da total
olarak en etkili {iretim bu bakteride olmustur. P. aeruginosa ve S. faecalis hiicre i¢inde
L-DOPA tutma ve hiicre digina salma agisindan en diisiik kapasiteye sahiptir.

C. freundii ve E. herbicola hiicre i¢ginde L-DOPA tutma ve hiicre digina L-DOPA
salma oran1 hemen hemen esittir. Tirozinli ortamda C. freundii hiicre digmna hiicre
i¢indeki miktara gore biraz daha fazla L-DOPA salmistir. E. aerogenes de hiicre iginde
tutulan L-DOPA hiicre disindakinden fazladir. P. aeruginosa ve S. faecalis de ise hiicre
disina salinan L-DOPA miktan hiicre i¢inde tutulandan fazladir.

Sonugta etkin bir L-DOPA f{iretimi i¢in kullanilacak bakteri C. freundii olarak
belirlenmistir. L-DOPA dopamin sentezinde 6nciil madde oldugu i¢in bakteriyel olarak
dopamin sentezinde L-DOPA iiretimi en fazla olan bu bakteri se¢ilmigtir. Ayrica L-
DOPA’dan dopamin sentezini gergeklestiren karakteristik TDC enzime sahip olmasi

sebebiyle S. faecalis’in dopamin sentezi i¢in uygun oldugunu diigiiniiyoruz.
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Bakteriyel olarak dopamin sentezinde C. freundii ve S. faecalis bakterileri test
edilmigtir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda her 2 bakterinin de dogal olarak dopamin
sentezledigi gozlenmistir. S. faecalis C. freundii’e gbre yaklasik olarak 1.5 kat daha
fazla dopamin sentezledigi belirlenmistir. Bu sonuca gore S. faecalis aslinda yiiksek L-
DOPA iiretmesi gerekir. Ancak, iki bakteri arasindaki bu fark onlarin L-DOPA’y1
dopamine ¢evirme 6zellikleri ile ilgilidir. S. faecalis tarafindan tretilen L-DOPA’nin
%90 kadan TDC ile dopamine dekarboksile edilirken, C. freundii tarafindan tiretilen L-
DOPA’nin %30 kadar: dopamine dekarboksile olmustur.

“Yapmis oldugumuz ¢aligma su ana kadar yapilan L-DOPA ve dopamin~sentez
mekanizmalarindan farklhidir. Yaptifimiz ¢aligmada ilk defa Gram-negatif (C. freundii,
E. herbicola, E. aerogenes, P. aeruginosa) ve Gram-pozitif (S. faecalis) bakterilerin
kiiltiir ortamlarinda ve ayrica in vitro bir diizenekteki L-DOPA ve dopamin {iretimi
aragtinlmistir. Calismada kiiltiir ortamlarinda bakterilerin hiicre iginde tuttuklari, hiicre
digina saldiklann ve total (hiicre igi+hiicre digt) L-DOPA ve dopamin seviyeleri
saptanmigstir. Ayrica in vitro bir reaksiyon diizeneginde bakterilere ait enzimler (TPL ve
TDC) kullanilarak fiiretilen L-DOPA ve dopamin diizeyleri de rapor edilmigtir. Ayrica
simdiye kadar ¢aligilmamis olan C. freundii ve E. herbicola’ya yakin diger bakterilerin
(E. aerogenes, P. aeruginosa) L-DOPA ve dopamin iiretip {iretmedikleri de ilk defa
yapilan bu ¢aligmada aragtirilmigtir.

Bu ¢alisma gOstermistir ki, L-DOPA ve dopaminin sentezinde uygun
bakterilerin (C. freundii ve S. faecalis) ve besiyerinin (LB+L-tirozin) kullanmilmasi
Onemli 6lgiide avantaj saglayabilir. Bu galigmaya ek olarak yapilabilecek deneyler ile

etkin bir gekilde ve maliyeti diigiik olarak L-DOPA ve dopamin sentezlenebilir.
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