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BAKTERIYEL HEMOGLOBIN, VITREOSCILLA
HEMOGLOBIN (VHb)

Siileyman Aydin', Nermin Kilig'

BACTERIAL HEMOGLOBIN, VITREOSCILLA HEMOGLOBIN (VHb)

Summary: Bacterial hemoglobin {Vitreocilla hemoglobin, VHE) was discovered by Dr Webster in 1986, It is produced in the
arganism to response 1o hypoxie condition and is a dimeric protein, each of relative moleculer weight 15.775 as well as two
protohems IX per molecule. The VHb monomer is also composed of 146 amino acid residues. When compared with ather
hemoglobin, it was found that it has 24 % similarities with Lupine leg hemoglobin and has 56 % similarity with a portion of
B. subrilis flave hemaglobin and remarkable similarites with same protein from yeast and other bacteria. Although it is likely
that VHb has a comman evolutionary ancestor with higher hemaglobin, it needs to be more complete investigations to confirm
or refute this.

This article will review the history of the discovery of Vitreascilla (VHB) and also what is currently studied wbour its
structure (three dimensial structure), properties and first divect evidence that causes increasing af recombinant protein
production in genetically engineered bacteria. It will be alse given relationship with other hemoglobinsimyoglobin,
leghemaglobin, plant and animal hemoglobin),
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Uzet: Bakteri Hemaglobini (Vitreoscilla hemogiohin, VHb) 1986 yilinda Dr. Webster tarafindan kegfedilmigtir. Hipoksik
kogullara cevap olarak Giretilmiy olan ve her bir monomeri 146 aming asitten mevdana gelen dimerik yapedaki b proteinin
yvapisinda iki protohem IX vardir ve ortalama molekil agwhin 15.775° dirv. Diger hemoglobinlerle kiyvaslandiginda kayea
deger bir benzerlik gistermektedir (Grnegin kék hemoglobiniyle %24; B. subtilis flavo hemoglabilinivle %336, maya ve diger
bakterilerin benzer proteinleriyle).  VHb muhtemelen eveimsel alarak vitksek arganizasyoniu canlilardaii hemaglobinlerle
oriak bir atadan gelmesine ragmen bumu teyid etmek ya da reddemmek icin daha fazla tamamlanmiy aragtirmalare thtivag
vardir,

Bu makale Vitreascilla hemoglobininin kegfinin tariki olaylarin, bugiinlerde calisiimg fie boyutly yapisim, dzelliklerini ve
genetik mithendisligi yapelmiy bakterilerde rekombinant protein sentezini arttirdigina dair il direkt delili gézden gegirmenin
yantsira diger hemoglobinlerle (mivaglobin, kik hemoglobing, bitki ve hayvan hemoglobini) iliskisini de tartigacaknr,

Anahtar Kelimeler: Bakteri hemoglobini, Vitreoscilla Hemoglobing VHb

GiRis Vitreoscilla, zorunlu aerob fakat oksijence
fakir ortamlarda yasayan, flamentdz, Gr. (-) bir
bakteridir (2) ve Beggiatoa familya mensuplanina
benzerliginden dolay1 da baglangigta bu familya
igine  yerlestirilmigtir.  Daha sonraki  galigmalar,
Vitreoscilla'min - mor-fotosentetik bakteri grubunun
bir alt grubuna ait oldufunu gdstermustir (3,4). Bu
bakteriler hipoksik kosullarda oksijen baglayic
pratein - olan hemoglobini  sentezlemekte  ve

Oksijen baglayici protein olan  hemoglobinin
prokaryotlardaki varligi 1986 yilinda Dr. Webster ve
arkadaglan tarafindan kesfedilmistic(1). Kesfinden
bugiine kadar yapilan laboratuar c¢ahismalannin
Bnemli sonuglan  wve difer hem  proteinleriyle
iligkileri  (miyoglobin, leghemoglobin, memeli
hemoglobini) kisaca styledir;
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sentezlenen bu protein de CO fark spektrasiyla 419
nm'de pik vermektedir (5). Bakteri hemoglobini
oksijenin simirh oldugu durumlarda hiicrelerin oksijen
agiim ortadan kaldirmaktadir (6).

I. VITREOSCILLA HEMOGLOBINININ
OYKUSU

ik aragtirmalarda bu protein soluble (gbziilebilir)
sitokrom(o) olarak diigtiniilmiistiir. Ciinkii membrana
bagh terminal oksidaz kabul ecdilen iki tane
hemprotein, Vitreoscilla’dan  izole edilmis (7)
karbonmonoksit fark spektrasiyla iki farkh
fraksiyon gbzlenmistir. Fraksiyonlar fraksiyon [ ve Il
diye adlandinlmig olup fraksiyon I' in maksimum
absorbansi 570, 534 ve 419; fraksiyon [I'nin
maksimum absorbansi ise 566, 532 ve 416 olarak
tespit  edilmigti.  Bu  fraksiyonlar  kismen
saflagtinlarak indirgenme-yiikseltgenme fark
spektrasiyla lglilmiis ve genelikle fraksiyon I, 580
ve 530 nm; Fraksiyon Il ise 564 ve 560 nm dolayinda
pikler postermistir (7).

Sonradan bu piklerin muhtemelen
oksihemoglobinle indirgenmis  proteinlerin
kontaminasyonun sonucu oldugu kabul edilmis,
ikisinin de molekiiler agirhklan tespit edildikden
sonra (22,500, 27.000) sitokrom (o) diye
adlandinlarak  bu iki hem protein ¢alismalarina ara
verilmigtir. Fakat kisa bir siire sonra  Rhizobium’da
goziilebilir hemoglobinin  varhfn  tammlanmustir.
Molekiller afirh:  30.000 olarak tammlanan bu
protein (8) karbon monoksit fark spektrasiyla
Vitreoscilla hem proteinlerine benzer sekilde 569,
540 ve 417 nmde pikler gostermigtir, Rhizobium'da
bulunan hemoglobinin kik hemoglobiniyle iliskisinin
olmadigt da anlagilmgur (9). Rhizobium’daki bu
bulgular Vitreoscilla hem proteinlerinin yeniden
gbzden gegirilmesine sebep olmustur.  Clnki
Vitreoscilla'da da solunum safhasinda oksijene olmus
hem proteinlerinin miktanmin artu@i  bildirilmistir
(10).

1I. BAKTERIYEL HEMOGLOBININ
KARAKTERIZE EDILMESI

Daha sonraki galismalardan  Vitrcoscilla'da
bulunan bu hem proteininin bir terminal oksidaz
olmadifi gibi sonication sonrasinda hiicrelerdeki bu
lizozom-EDTA muamelesiyle
giziinmesinden dolayr membrana bagh bir protein de
olmadifr anlagilougtir. Ciinkin karbonmonoksit bagh
hiicrelerin 100 °C de fotolizinden Vitreoscilla’da
bagka bir sitokrom (0)'nun (11) varhig ve bunun da
E. coli' de membrana bagh bir sitokrom ile benzerlik
gisterdifi bulunmustur. Vitreoscilla'da tespit edilen
bu sitokrom (0)'nun E. coli'de tespit edilen menbrana
bagh sitokrom (o) ile CO ve oksijene yamtimin da
aym oldugu tespit edilmistir. (12). Vitreoscilla'mn
sitokrom (o)'su saflagtinloms ve bu karbonmonoksit
(CO) fark spektrasiyla 416, 534, 570-571 nm de
pikler verirken Vitreoscillu hemoglobini (VHb) de
benzer gekilde 419, 535 ve 569-570 nmde pikler
vermigtir. Vitreoscilla’daki bu proteinin  terminal
oksidaz olan sitokrom (o)’ ya benzemedigi, (13)
miyoglobin ve hemoglobin gibi oksijen bajladifn
(14,15,16) rapor edilmistir. Vitrcoscilla'mn  bu
proteini oksijene oldugunda infrarcd (kizal Gtesi)
spckiroskopik  ¢alismalarda oksijen streg  band:
oksimiyoglobin ve oksihemoglobin gibi 1134 cm-]
olup bu da hem ferro demir tipi oksijen baglanmaya
kanattir (17),

111. BAKTERIYEL HEMOGLOBININ YAPISI

proteinin

Evrim sliresince blitin hemoglobinlerde hem
demirine  bagh proksimal histidin (F8) muhafaza
cdilirken (VHb dahil) ¢ogu hemoglobinlerde distal
histidin (E7) de muhafaza edilmistir. Fakat bakteri ve
maya hemoglobininde ise fil hemoglobininde oldugu
gibi distal hem paketinin E7 pozisyonunda histidin
yerine glutamin bulunmaktadir (I18). Tarricone ve
arkadaslan (19), Vitreoscilla hemoglobinin  kristal
yapist gikanldiginda da heliks D'nin olmadigim
(standart globin fold adlandirmasina gére) belirtirken
E7- E10 nun da normal alfa heliks konformasyonuna
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uymadigim, dolayisiyla GIn53(E7) nin hem paketinin
disinda kaldii rapor etmislerdir. VHb proteini iki
benzer alt {initeden olugan bir hem proteinidir.
Molekiil agirhgi 15.775 olan her bir alt {nite iki
protohem IX igermekte ve 146 amino asitien
olusmaktadir(1). Oksijen assosiasyonu  igin hiz
sabitesi, at miyoglobininden kismen daha biiyiikken
oksijen disassosiasyon sabitesi ise 500 kat daha
biiyilktilr. Buradan Vitreoscilla hemoglobininin
diger hemoglobinlerle kiyaslandiginda bagh oksijeni
gok daha kolay serbest biraktigr anlagilmugtir (6).

IV. BAKTERIYEL HEMOGLOBININ DIGER
HEMOGLOBINLERLE EVRIMSEL iLiSKIisi

Hemoglobinin  evrimi hakkinda iki sey

stylenebilir,

Anaerobik organizma:l) Kendisi igin hassasiyet
temsil eden durumlarda oksijenc duyarl hiicre
komponentlerini  korumak  igin  bir  korunma
mekanizmas: gelistimelidir.

2) Hiicresel hemoglobin konsantrasyonunun
yiiksek olmasi veya daha diisiik oksijen basincina
maruz kalinmast halinde de bundan kurtulmak igin
etkili bir mekanizma geligtirmelidir.

Organizma oksijeni tutarak, depo ederek ve
oksijenin kisith oldugu ortamlarda da hiicreye oksijen
saflayarak faaliyetlerini
ettireceginden ikinci ihtimalin olmasi ¢ok daha
yiiksektir. Son yillarda yapilan kok hemoglobinlerin
yapisal analizi, bitki ve hayvan hemoglobinlerinin
ortak bir orijinden kitken aldigin gdstermektedir(8).
Vertebrate  hemoglobinin - alfa  zincirinin  bir
miyoglobin geninin duplikasyonundan tiiredigi genel
olarak  kabul  edilmektedir (20). Vitreoscilla
hemoglobininde de 146 amino asit vardir. Bu, 153
amino asit tagiyan san lupin  kdk hemoglobiniyle
karsilashnldifinda 35 amino  asidin  yerlen
aymdir. Yani % 24 benzerlik ihtiva etmektedir (1).
Bacillus subtilis’in flavohemoglobini ve mayanin
buna  benzer  proteinleri de  Vitreoscilla
hemoglobiniyle %56 benzerlik giistermekiedir (21).

hayatsal devam

Diger taraftan yine Vitrcoscilla hemoglobini fil
hemoglobiniyle karsilagtinldifinda her ikisinin de E7
pozisyonunda Glutamin (Gln) ve B10 pozisyonunda
ise aromatik amino asit tasidif belirlenmigtir. B10
pozisyonundaki bu aromatik amino asit Vitreoscilla
hemoglobininde tirozin (Tyr), fil hemoglobininde ise
(Phe) dir.  (18). Baslangigta E7
pozisyonundaki Gln'nin proteine olagan digt bir
kinetik ozellik kazandirdi@r diigiiniilmiis (6) fakat
kristallestirme galismasi bu amino asidin oksijen
baglanmasi  igin  elverisli olmadifim  ortaya
koymustur (19). Bu, Vitreoscilla hemoglobini
iizerinde yapilan mutasyonla dogrulanmugtir (22).
Evrimsel siireg igerisinde hilcreler kendi yasamlan
igin gerekli olan proteinleri gliniimilze  kadar
tasimiglar  ve boylece yasamlanmin  devamini
sagilamglardir. Oksijenin simrhi oldugu ortamlarda
yasayan (su birikintileri gibi) Vitreoscilla, belki de
giiniimiize kadar oksijen baglayan bir protein olarak
sentezledigi hemoglobinle ulagnugtir,

V. DOLASIM YAPMAYAN BAKTERI
HEMOGLOBINININ (viib) HUCREDEKI
ROLU

fenilalanin

Bir ok doku ve hiicrede dolagimda olmayan
hemoglobinler  (bitkiler ve invertebratalardaki gibi)
vardir, (23, 24,25). Bu hemoglobinlerin  siilfid
oksidasyonu, hem depolanmasi, oksijen depolanmasi,
peroksit indirgenmesi, oksijen taginmasi, oksijen
tamponu veya solunum dist enzimatik reaksiyonlarda
rol almas: (drnegin kollojenin hidroksilasyonu) gibi
fonksiyonlarimin oldugu distinilmektedir. Fakal bu
fonksiyonlarin kuvvetli delilleri yoktur. Burada yeni
bir hem proteini olan VHb fonksiyonu iizerinde
durulacakur.Bu yeni hem proteini hem Vitreoscilla'
da hem de recombinat E. coli” de sitoplazmik olarak
yerlestigi  tespit  edilmistir  (26).  Ekstraselliiler
oksijenin diigik oldufu durumlarda bu proteinin
sentezinin ariigt ve bagladifi oksijeni eukaryotik
hiicrede oldufu gibi serbest biraktifi  rapor
edilmistir(27, 28). Bunu destekleyen en kuvvetli delil
(29) sodyum mitritle Vitreoscilla  hemoglobinin
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oksidasyonun sonuglarindan elde edilmistir. Yapilan
deneyde 5 mM veya daba fazla nitrit
konsantrasyonlannmin  ferro  demiri  ferri  demire
déniistirerek hemoglobin proteinini inaktive ettigi
dolayisiyla da  Vitreoscilla  hemoglobini  tasiyan
hilcrenin kontrol grubuna gire avantajim yitirdigi
rapor edilmistir. Ayrica kontrol grubunda ve VHb'li
hilcredeki elektron transport zincirinde yer alan hem
proteinlerinin | 20 mM'hk sodyum nitritten  fazla
etkilenmedigi  fakat VHb'ndeki demirin  okside
oldugu bildirilmigti. VHb'li  hiicrelerin baz
aromatik bilesiklerin  biyolojik  yikiminda oksijen
gerekli olan basamaklara oksijen saglayarak yikilim
da artturdi@ belirtilmistic (Trinitrotoluen = TNT nin
pseudomonas bakterisinde yikimn gibi) (30, 31).
Benzer sgekilde sentez swasinda oksijen gerekli
basamaklara oksijen vererck actinorhodin  gibi
antibiyotiklerin de sentezini  arttirmaktadir (32),
Aydin ve arkadaslanmin  (29) nitritle vaptiklan
deneyler bu ectkilerden hemoglobin  DNA® sim
kodlayan gen yerine bu genin sentez Uriinli  olan
hemoglobin proteininin sorumlu oldugunu da ortaya
koymustur.

SONUC

Bakterial hemoglobin ilk kez  Vitreoscilla'da
bulundugu igin *Vitreoscilla hemoglobin®  (VIIb)
olarak adlandinlmakia ve baan litaretiirlerde ise
"mikrobial hemoglobin® olarak rastlanmaktadir.

Hiicrede sitoplazmik alanda bulunan (26) bu
hemoglobin ~ rekombinant  Griinlerin -~ sentezini
arttrmanin - yamsira (5, 33, 34, 35) diger
metabolitlerin (29, 36, 37,38) ve aromatik bilesiklerin
yikinuni da arturmakta (31, 30, 38, 39, 40) ve yeni
bir konu oldugundan  halen arastirmalar devam
etmektedir.

Yapisal olarak incelendifinde ise  proksimal
histidin tiim diger hemoglobinlerde oldugu gibi
bakieriyel  hemoglobinde de evrim  siiresince
muhafaza edilmigtir, Fakat distal hem paketinin E7
konumunda maya ve filde oldugu gibi histidinin

yerini glutamin almaktadir (18). VHb monomeri 146
amino asitten olusur ve molekiiler agirhg 15.775° dir
(1). Evnimsel olarak tim hemoglobinlerin aym
kokenden geldigini sbylemek igin daha detayh
calismalara ihtiyag duyulmaktadir,
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