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Endiistriyel gazlar igerisinde salman ve komiir gibi yakitlarin yanmasiyla agifa ¢ikan
karbonmonoksitin (CO), ilerleyen sanayi ile birlikte ¢evre kirleticisi olarak dogada konsantrasyonu
artmakta ve insanoglunun sagligimi tehdit etmektedir. Bununla birlikte, yasamin dogal dengesi
icerisinde karboksidotrofik mikroorganizmalar, sahip olduklar1 karbonmonoksit dehidrogenaz
(CODH) enzimleri ile, CO’i karbon ve enerji kaynagi olarak kullanmaktadirlar. Gerek aerobik
gerekse anaerobik kosullarda yasam formlart gdsteren bu mikroorganizmalar, ¢ok farkli
kofaktorlere sahip gesitli CODH enzimleri ile yiiksek 6lgiide toksik CO’in karbondioksite (CO,)
dontisumini katalizlerler. Bdylece, enerji zengini bilesiklerin olusturulmasinda ve kiiresel karbon
dongusiinde karbonun ¢evreye katilmasiyla 6nemli potansiyel etkiye sahiptirler. Enzim katalizledigi
reaksiyon nedeniyle biyoteknoloji igin biiyiik bir potansiyel sunmaktadir. CO dehidrojenazin
kullanilacag: tasarimlar ile, biyosensorlerde CO tabanli problar veya yakit hiicreleri iiretilebilir. Bu
derlemede endiistriyel olarak oldukca Oneme sahip olan CO dehidrojenazlar hakkinda bilgi
sunulmasi1 amaglanmigtir.

Anahtar Kelimeler: Karboksidotrofik mikroorganizmalar, Karbon monoksit dehidrojenaz, Morella
thermoacetica

Carbon Monoxide Dehydrogenases from Carboxidotrophic
Microorganisms

ABSTRACT

Carbon monoxide (CO), released in industrial gases and released by the burning of fuels such as
coal, increases its concentration in nature as an environmental pollutant with the advancing industry
and threatens human health. However, in the natural balance of life, carboxidotrophic
microorganisms use CO as a carbon and energy source with their carbon monoxide dehydrogenase
(CODH) enzymes. These microorganisms, which show life forms in both aerobic and anaerobic
conditions, catalyze the conversion of highly toxic CO to CO; (carbon dioxide) with various CODH
enzymes with very different cofactors. Thus, they have significant potential impact in the creation
of energy-rich compounds and the incorporation of carbon into the environment in the global carbon
cycle. It offers great potential for biotechnology due to the enzyme catalyzed reaction. With designs
using CO dehydrogenase, CO-based probes or fuel cells can be produced in biosensors. In this
review, it is aimed to present information about the industrially important CO dehydrogenases.
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1. Giris

Karbon monoksit (CO), benzin, odun, propan, odun kémiirii veya diger yakitlarin yakilmasiyla tiretilen
renksiz, kokusuz, tatsiz bir gazdir. CO endojen veya ekzojen kaynakli olabilir. Saglikli bir bireyde
endojen CO2'nin ana kaynagi, hem oksijenaz tarafindan heme'nin bozunmasindan kaynaklanir. CO
ekzojen olarak, araglarin galistirilmasi, 1stnma, komiir enerjisi tiretimi ve biyokiitle yakma islemlerinde
karsilagilan eksik yanmanin bir triiniidiir. Volkanik patlamalar, dogal gazlarin emisyonu, bitki Ortiisii
ve hayvanlarin bozulmasi ve orman yanginlar gibi dogal cografi olaylarin tiimii, atmosferik CO,'ye
katkida bulunur. Kiiresel CO2'nin yaklasik% 40" bu dogal kaynaklardan gelir. Fosil yakit tiiketimi, ¢cGp
atma, tiitiin duman1 ve odun kdmiirii yanginlar gibi insan miidahalesi, kiiresel CO2'nin kalan% 60'1na
katkida bulunur [1].

CO diizeyleri farkh yerlerde dnemli 6lglide degismektedir. Komiir madenleri, ulagtirma, kanalizasyon
aritma vb. kapali ortamlarda calisanlar artan CO’e maruz kalabilirler ve 100 ppm’den fazla CO’e maruz
kalma insan saglig1 i¢in tehlike arz etmektedir [2].

Dogada, karbon fiksasyonunun bilinen alt1 yolu vardir [3]. Anaerobik kosullar altinda, Wood—Ljungdahl
yolu baskindir. Bu yolun anahtar enzimleri CO dehidrojenaz (CODH) ve asetil-CoA sentaz (ACS)’dir
[4] ve atmosferik CO konsantrasyonun giivenli bir seviyede tutulmasinda 6nemli bir rol oynamaktadirlar

[2].
2. Karbondioksit Oksidasyonunu Katalizleyen Enzimler (CODH, ACS, CODH / ACS)

CO oksidasyonu katalizleyen ve asetil-CoA sentezini katalizleyen enzimler toplu halde "karbon
monoksit dehidrojenaz" (CODHs) olarak adlandirilir. Bu ¢esitli nedenlerden dolay1 problemlidir. Bu
enzimler temelde tersinir olarak iki elektron redoks reaksiyonu(CO + H,O < CO; + 2H* + 2¢7)
katalizlese de [5], CO oksidasyonu ve asetil-CoA sentezi karakter olarak tamamen farklidir ve
Uluslararast Enzim Komisyon Siniflandirma Diizenlemesine gore sirasiyla oksidorediiktaz (EC 1.2.xx)
ve liyaz (EC 4.2.xx) olarak ayn kategorilerde yer almaktadirlar. Buna ek olarak, bazi1 CODH’lar ACS
etkinligi icermezken bazilart CODH’in yoklugunda ACS’1 ifadeleyebilir. Her aktivite icin CODH,
Akseptor oksidoredilktaz, CO oksidaz ve CO, rediiktaz gibi ¢esitli ad1 vardir. Karigikligi 6nlemek igin
Uluslararas1 Enzim Komisyonu Siniflandirma Diizeni ile uygun olan enzim adim kullanmak 6nemlidir

[4].

2.1. CO Oksidasyon katalizorleri-CODH’lar

CODH’mn Mo-CODH, Ni CODH ve Ni-CODH/ACS olmak lizere ti¢ sinifi vardr.
Mo-CODH

CO/CO cifti icin orta indirgeme potansiyeline (-558 mV, pH 7.0) sahip olmasina ragmen ¢ok negatiftir.
Mo-CODH i¢in en iyi elektron alimi +0.011 V ile 0.043 V arasindaki orta potansiyeldir. Ayrica
karboksidotroflardan gelen CODH’lar bilinen tiim Mo hidroksilazlarla iligkili bir aktiviteye sahip
NADH’1 oksitleyebilir. Ni igeren CODH’larin aksine, Mo enzimler oksijene duyarh degildir (Ragsdale,
2004). Oligotropha carboxydovorans’dan gelen mezofilik enzim ve O. thermocarboxydovorans’dan
gelen termofilik enzim benzer molekiil agirligina (230,000-310,000) ve yapiya (ofyy) 2 sahiptir [6].
Karboksidotrafik CODH, klonlanmis ve dizilenmis plazmid kaynakli genler tarafindan kodlanir. Aktif
sitesi molybdopterin sitozin diniikleotide(MCD) bagli bir Cu igerir [7,8]. Bu CODH’lar, elektron
transferindeki katalitik Mo-pterin merkezine katilan ve [2Fe-2S] [9] merkezleri olarak bulunan 2 mol
FAD, 8 Fe ve 8 sulfid icermektedir [10]. Molibdenin aktif sitede CO bagladiginin kaniti, metanol ile
enzim aktivasyonunun inhibisyonuna dayanmaktadir. CO {izerinde biiyiime i¢cin Mo gereklidir fakat
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heterotrofik blyime ve Mo antagonisti, tunsgtat ile CO-bagimli biiyiimenin engellenmesi igin gerekli
degildir [7].

Ni-CODH

Anaerobik nikel tagryan CODHlar (Ni-CODH), anaerobik mikroorganizmalarda CO ve CO;’in tersinir
doniistimiinii  katalizleyen, CO. fiksasyonu ve enerji korunumundan sorumlu multi-enzim
kompleksleridir [11].

Rhodospirillum rubrum, Carboxydothermus hydrogenoformans, ve Morella thermoacetica tirlerine ait
CODH’lar en yaygin olarak ¢aligilanlardir ve yapilari, bu proteinlerin her biri i¢in bilinmektedir. Bu ii¢
enzimin yapilart ¢cok benzerdir ve tiim liganlar aktif sitededir. Bunun yani sira bazi kalintilarin asit-baz
kimyas1 kolaylastirmak igin aktif sitede muhafaza edildigi ileri siiriilmistir. R. rubrum ve C.
hydrogenoformans CODH’larinin ACS alt birimine sahip olmayis1 sadece CODH’a odaklanmay1 saglar.
Buna ek olarak R. rubrum icin Ni-eksik bir protein holoenzim halinde izole edilen Fe siteleri
icermektedir [12]. M-CO uzerine M-OH’1n saldirisi ile bir metale-baglanmis karbonil, bir metal bagh
hidroksit iyonu ve bir metal karboksilat olusturulan 6nemli ortak ara {iriinleri vardir.

CODH mekanizmasinda, metal merkezinin iki elektron ile indirgendigi ileri siiriilmiistiir. Ancak
CODH’lar, bir metal hidrlr ile zayif bir CO-bagimli hidrojen gelisim aktivitesine sahiptir. Ne olursa
olsun, CODH mekanizmasi arasindaki temel fark, enzim i¢inde dis elektron tasiyicilar baglayan site ve
C kiimesi arasinda elektron alicist olarak B ve D kiimelerinin yerlesimi nedeniyle elektron transferinin
¢ok hizli olmasidir [13-15].

Ni-CODH/ACS

CODH’in X-1s1m1 kristal yapisit bes metal kiime (B, C, ve D kiimeleri) igeren mantar seklindeki
homodimerik bir enzimi ortaya koymaktadir. Bu iki fonksiyonlu enzimde CODH alt birimleri CO
oksidasyonunun (C-kiimesi) ve redoks merkezlerinin (B ve D kimeleri) katalitik sitesini icermektedir.
ACS alt birimini igeren bolgeler vardir [16] ve ylizeyin 18 °A altinda gémiilii her bir CODH altbirimi
icerigi Ni-4Fe-5S (veya Ni-4Fe-4S) olan C-kiimesidir. Bu C-kiimesi ayn1 zamanda bir heterobinukleer
NiFe kiimeyle baglantili [3FE-4S] kiimesi olarak da goriilebilir. Dort seritli bir paralel B-tabaka ile a-
heliksler C-kiimesinin baglanmasi i¢in yapisal motiflerdir [17]. Bu kiimelerde protein ligandlar iki 8
seritin arasinda konumlanmis halkalar halinde bulunur. Sadece C-kiimesindeki Ni merkezi Gzerinde Ni
merkezine CO sagladig1 diisiiniilen hidrofobik kanal vardir ve ¢oziicii bir kanal diger substratlara 40’1n
lizerinde su molekiilii saglamak i¢in su icermektedir [18].

CO oksidasyonu sirasinda iiretilen elektronlar B- ve D-kiimelerinden olusan bir tele aktarilir. Her CODH
altbirimi bir B-kimesi ve D-kiimesi igerirken nitrojenazin demir proteinindeki FeS kiimesine benzer iki
CODH alt birimi tarafindan ortak kullanilir. Bu, C ve D kiimeleri arasindaki elektron transferine aracilik
etmek icin yerlestirilen bitigsik alt birimin B-kiimesidir. Molekiiler ylizeye yakin olan D kiimesi
muhtemelen CODH ve terminal elektron alicis1 (ferrodoksin, flavodoksin, vs.) arasinda elektron
transferine aracilik etmektedir. Elektron alicilari hiicresel prosesleri gerektiren diger enerji ciftlerine
indirgenmektedir [19].

Reaksiyonlarin ayni sirasi, asetil-CoA’y1 CO;’e doniistirme fonksiyonlart olan CODH/ACS’da ters
calistig1 anlagilmigtir. Burada CODH fonksiyonlart su protonundan ve CO‘den CO iiretmek igindir.
Ancak, M. thermoacetica, R. rubrum ve C. hydrogenoformans gelen CODH alt birimlerinin alfa karbon
omurgasi 0.8-1.0 °A ortalama bir kare kok sapmayla CODH’daki iki anahtar degisikligini proteinlerin
CODH/ACS smifinda meydana getirmektedir [4].
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CO’in metal atomlaria kars1 6zel afinitesi, metalloproteinleri bir numarali inhibitér yapar ve tim CO
sensorleri de bu metalleri igerir. Simdiye kadar agiklanan tiim CO sensorleri Hem’de bulunan spesifik
metal merkezine dayanir ve fakat metal siilfiir merkezli sensdrler heniiz bulunamamistir. Oksijen icin
FNR [20] ve SoxR [21] gibi, Hidrojen igin HoxAJ [22] gibi, NO i¢in NnrR [23] gibi Hem icermeyen
sensorler tespit edilmistir [24].

Hem iceren CO sensorlerinin olmasi sasirtict degildir ¢linkii CO neredeyse tiim hem igeren proteinlere
baglanabilmektedir. Bu 6zelligin anlami, diger belirgin fizyolojik gaz ligandlara sahip olduklar1 bilinse
bile tiim hem igeren proteinlerin biyolojik olarak CO sensor aday1 oldugudur [25].

CODH’larin bu gesitliligi, mikroorganizma kaynaklarindan da bahsetmeyi gerektirmektedir. Asetil-
CoA sentetaz/CODH’lar, kemoototrofik olarak biiyliyebilen ve karbon metabolizmasinda kritik rol
oynayan anaerobik arkelerde ve bakterilerde bulunmaktadir. Bu grubun en iyi calisan enzimi
homoasetojen Moorella thermoacetica (6nceden Clostridium thermoaceticum)’dan gelmektedir [26].

3. Karbonmonoksiti Metabolize Edebilen Mikroorganizmalar

Cevrede mikroorganizmalarin 6zel bir simifinin varligi (karboksidotroflar), atmosferde eser miktarda
mevcut olan CO i¢in sorumludur. Ortamdaki cesitli bakteriler, biiylime i¢in enerji ve karbon kaynagi
olarak CO’i ve CO2’i kullanmay1 saglayan CODH enzimine sahiptir. Bu enzim yuksek ol¢ude toksik
CO’i CO2’e doniistirmede kullanilabilir [2].

Karboksidotrofik Bakteriler

Karboksidotrofik bakteriler CO’i CO2’e oksitlenme yetenegine sahiptir. CO ve CO; arasindaki ara
doniisim CODH enzimi ile katalize edilmektedir.

CO +H0 > COz+ 2H" + 2¢

Karboksidotroflar CO’in yiiksek diizeylerinde (>100ppm) biiyiiyebilirler. Mikroorganizmalarin (acrob
ve anaeroblar) iki ana grubu vardir ve bu nedenle bu mikroorganizmalarin CODH enzimleri farklidir.
CODH enzimini tagimayan mikroorganizmalar CO veya CO;Vve H’li ortamda biiyiiyemezler [27].

Aerobik Karboksidotroflar

Karboksidotrofik bakteriler, temel olarak Proteobacteria ve Firmicutes cinsinden olusan kii¢iik ama
cesitli bir aerob grubu olusturur. Bunlar nispeten diisiik afiniteli CO alim sistemleri eksprese ederken,
%1’den daha yiiksek oldugu durumlarda CO’i tek karbon ve enerji kaynagi olarak kullanirlar [28].

CO; Calvin-Benson-Basham yoluyla hiicre karbonu olarak 6ziimsenmektedir. Aerobik CO kullanicilar
CODH enzimini kullanarak CO’1 CO2’ye oksitleyebilir. Bu mikroorganizmalar elektron transferini bir
elektron tasima zinciri yoluyla CO oksidasyonunu katalizleyen CODH’dan elde etmektedirler [29].
Cevredeki CO’in detoksifikasyonda CODH’lar rol alir ¢linki 0.6 uM’a kadar diisilk Km degerleri ile
izleme gazinin alinmasi igin yiiksek egilime sahiptirler [10]. Ancak turnover sayilar1 anaerobik Ni-
CODH’larinkine gére neredeyse 1000 kat daha disiiktiir [7]. Bunlar molybdopterin igerdiginden Mo-
CODH’lar olarak adlandirilir ve siilfit oksidaz ve ksantin oksidaz gibi birgok 6zelliklerini de Mo-
hidroksilazlarla paylasirlar. CO oksitleyenlerin ¢ogunlugu, yiiksek sicakliklarda (50-120°C), hayatta
kalma ve bllylme kapasitesine sahip termofillerdir. Sicak iklimlerde 6zellikle volkanik patlamalarda
CO seviyeleri yuksektir (0.6-5540 ppm) [30]. Termofilik ve aerobik karboksidotroflar arasindan
Bacillus schlegelli, 50°C’de CO iizerinde biiyliyemezken optimum 65 °C’de ¢ok hizli biiylimektedir.
Biiylime Molibden bagimlidir ve CODH’1 da molibden hidroksilaz ailesine aittir [31].
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Molibden hidroksilaz ailesine ait olan Streptomyces thermoautotrophicus, metanol ile CODH enziminin

inaktivasyonunu saglamaktadir ve CO iizerinde ¢ogalabilen bu mikroorganizma organik giibreden izole
edilmektedir [32].

RubisCO doégist ve C1 asimilasyon yolu enzimleri bulunan Mycobacterium’un birkag tirii CODH
aktivitesine sahiptir. Mycobacterium insanlarda ciddi hastaliklara neden olmaktadir. Mycobacterium
spp. 'nin ¢cogu karbon ve enerji kaynagi olarak CO ve metanol kullanarak biiyiiyebilir ve buna karsilik
M. tuberculosis metanol kullanmaz. M. tuberculosis ’in bliylimesi i¢in yararl oldugu kanitlanan solunum
gazlarindan CO (1-5 ppm) icermektedir. Mycobacterium spp. ayrica CODH aktivitesi yaninda NODH
(nitrikoksit dehidrojenaz) aktivitesine de sahiptir [33].

CO yiikseltgeyiciler ayn1 zamanda deniz habitatlarinda da mevcuttur. CO’in en yiiksek konsantrasyonu
yiizey sularindadir fakat suda 1s18in azalmasiyla konsantrasyon da azalir. Deniz karboksidotrofik
mikroorganizmalarindan aerobik ve gram negatif olan Silicibacter pameroyi enerji kaynagi olarak CO
kullanir ve deniz sularinda CO’in oksidasyonunu saglar [27].

Bitki simbiyotik bakterileri (Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium) ve Rhizobiaese’a ait
diger bircok bakteri tiirleri de CO oksitleme yetenegine sahiptir. Gram negatif bir toprak bakterisi olan
Bradyrhizobium, soya fasulyesi ile simbiyotik olarak yasar ve baklagillerden simbiyoz sirasinda azot
baglar. Bitki kokleri ve nodiillerinden iiretilen CO CODH’1n yardimiyla baklagiller tarafindan kullanilir.
CO bulunmasi, bununla birlikte CO leghaemoglobin (legHb) olarak baglanan nitrojenaz aktivitesini
inhibe etmektedir. Bunun sonucunda legHb oksijen baglanmasini 6nlemekte ve nitrojenaz aktivitesine
midahale etmektedir. Aerobik karboksidotroflarin biiylik bir grubu olan toprak CO oksidanlar1 da bu
kategoriye girmektedir [34].

Anaerobik Karboksidotroflar

Obligat anaeroblar CO; fiksasyonunda CO;’in CO’e indirgenmesi i¢in CODH kullanirlar. Termofiller
(Carboxydothermus hydrogenaformans), ACS ile birlikte CODH igerirler. Metajonler(Arke) belli
kosullar altinda CO {iretirken, kati bir anaerobik termofil olan C. hydrogenaformans CODH kullanarak
CO’1 CO2 ve Hz’ye doniistiiriir. Bu tiirler arasindaki CO transferi mutualist bir iligki 6rnegidir.

CO {izerinde ¢ogalabilen ve CO’i metana donistiiren Methanothermobacter thermoautotrophicus,
kanalizasyon atiklarindan izole edilir. Methanosarcina, Methanobacterium ve Methanobreuibacter de
CO’de biiyiiyebilir. Asetojenik bakteriler anaerob (Morella thermoacetica) CODH’a sahiptirler, asetat
sentezi i¢in Wood-Ljungdahl yolundaki enzimi kullanirlar. Olusturulan asetat bocekler ve alt termitler
tarafindan kullanilir [35].

Moorella thermoacetica

Clostridium aceticum, 1981 yilinda izole edilen ilk asetojenik bakteridir. Morella thermoacetica,
Thermoanaerobacteriaceae ailesinden bir Clostridium’dur. M. thermoacetica ¢ok yonlu bir hetotroftur
[36].

M. thermoacetica, karbondioksit eldesiyle ototrofik olarak asetat Uretebilen bir asetojenik bakteridir.
Asetojenesis asetil CoA yolu veya Wood-Ljungdahl yolu ile olusturulabilir. M. thermoacetica gesitli
substratlar kullanan metabolik olarak en farkli asetojenlerden biridir. M. thermoacetia’nin asetil-CoA
yolu ¢esitli ortamlardaki karbon donglsiinde merkezi dnem tasir. Dogada, M. thermoacetica durgun
goletler altindaki topraklarda bulunur. M. thermoacetica periyodik termofilik sicakliklardaki
topraklarda yasar ve anaerobtur. Bu termofil bakteri 58 °C’de (140 °F); sekerler, iki karbonlu bilesikler
(glioksilat, glikolat ve oksalat), laktat, piriivat, kisa-zincirli yag asitleri, metoksilli aromatik bilesiklerle
ototrofik ve heterotrofik olarak biytyebilir [37].
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M. thermoacetica nin tam genomu 2008’de dizilenmistir. Tamamlandiginda haritalanan ilk asetojen
olmustur. Genomu, %56’lik GC konsantrasyonuna sahip 2.628.784 baz ciftlik tek bir dairesel
kromozomdan olusmaktadir. Tahminen 2523 proteini kodlayan genin yilizde yetmisinin fonksiyonu
bilinmektedir. 16S rRNA dizilerinin analizi asetojenesisin metabolik bir 6zellik olmasindan ziyade
filogenetik bir 6zellik oldugunu kanitlamada 6nemlidir. M. thermoacetica hucreleri, gram-pozitif ve
cubuk seklindedir. Bunlar 0.4 ila 2.8 mikrometre arasinda degisen hareketlilikten yoksun olan ve
peritrichous kamgiya sahiptir. M. thermoacetica sporlar1 kiireseldir ve ¢ogunlukla alt terminalde
sporangium iginde olusturulmaktadir [38].

M. thermoacetica ve Karbonmonoksit Dehidrojenaz(CODH)

Wood-Ljungdahl ototrofik yolundaki enzimin (ACS/CODH=CODH/ACS) fonksiyonlar1 reaksiyon-1’i
katalizlemek (CO’dan Asetil-CoOA sentezi) ve bir metil grubunu, corrinoid-demir-sulfir
proteinden(CoFeS) aktarmaktir [26].

Metil grubunun kaynagi CHs-THF’dir (THF=tetrahidrofolat) ve reaksiyon 2’de CoFeSP’nin
indirgenmis Co'* durumu iizerine aktarilir. CH3-Co*'FeSP iizerindeki metil grubu ACS/CODH’n
indirgenmis formuna aktarilabilir (reaksiyon-3). Asetil-CoA’da tutulan THF’ye bagl metil grubunun
sterokimyasal konfigtrasyonu gibi olan N2 mekanizmalariyla metil transfer adimlar1 gerceklesir. Son
baglanan CoA olmasina ragmen, ilk baglanan metil grubu ya da CO belli degildir[26].

CH3-Co*FeSP + CO + CoASH €-> CH3(CO)SCOA + Co*FeSP + H* 1)
Co'*FeSP + CHa-THF + H* €= CH3-Co**FeSP + H-THF @)
CH3-Co**FeSP + ACS/CODHyeq € CH*ACS/CODHoy + Cot*FeSP 3)
CH3-ACS/CODHoy + CO € =>CH3(CO)-ACS/CODHoy ()
CH3(CO)-ACS/CODHox + COASH € ->CHs(C)SCOA + ACS/CODHieg + H* (5)
COz+ 26"+ 2H* € CO + H,0 (6)
Em) ) el s T )
B (71 kDa) o (78 kDa)  a (55kDa) Fe-S Niinsertaz [ (33kDa) 27 kDa
CODH ACS CFeSP CFeSP MeTr

Sekil 1. M. thermoacetica ’nin ACS operonu

ACS/CODH iki fonksiyonludur ve ayn1 zamanda CO2’in CO’e indirgenmesini geri doniisiimlii olarak
katalizler(reaksiyon-6). M. thermoacetica’nin ACS operonu Sekil 1°de gosterildigi gibidir. Enzim her
bir B alt birimi CO/ CO; redoks katalizi i¢in aktif site iceren bir a3, tetrameridir. Her alt birim aym
zamanda Fes.S: kiimesi igerir. Boylece bagka bir kiime a3, tetromerin 2 B alt birimi arasinda koprii
kurarken; bu kiimeler, C kiimesi ve dis redoks maddeleri arasindaki elektronlarin transferi i¢in kullanilir.
a alt birimi asetil-CoA sentezi igin aktif A kiimesi icerir. A kiimesi de bir Fes.Ss’e baglanan [NipNig]
dimeri olusturmada fonksiyon gosterir [26].

CODH’1n (B-alt birimi)

B-kiimesi ve D kiimesi, elektron transferini,

C-kimesi CO, + 2e” + 2H* €-> CO + H-0 reaksiyonunu katalizler.
ACS’1n (a-altbirimi)
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A kiimesi CO + CFeSP-CHs + CoA < - asetil- CoA + CFeSP reaksiyonunu katalizler.

M. thermoacetica’nin iki fonksiyonlu enzimi ACS/CODH’in protein kristalografisi o2p2
heterotetramerinin 310 kDa oldugunu gostermistir. B-domainleri tek fonksiyonlu CODH’a benzer ve B,
C ve D kiimeleri igerir. Kompleksin her ucunda, ACS aktivitesinden sorumlu A kiimesini igeren o
domainleri vardir. Gazlarin hidrofobik kanallar1 diger A ve C kiimelerini baglayan aktif bdlgeden
gecmektedir. C. thermoaceticum CODH enziminin a alt birimi 729 aminoasitten olusur ve molekiil
agirlign 81730 Da iken, B alt birimi 674 aminoasitten olusur ve molekil agirligr 72.928 Da’dur [39].
Aktif bolgeyi igeren B alt birimi ise ACS etkilesim bolgesi, CODH etkilesim bolgesi ve Ni-Fe-S aktif
bolgesini icerir.

Rhodospirillum rubrum

Fotosentetik bir anaerobik bakteri olan R. rubrum, CO’i tek karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilir.
CO’1 COz’e okside ederken CODH enzimini kullanir.

CooA, Rhodospirillum rubrum’dan elde edilmis, hem grubu igeren bir karbonmonoksit duyarli
transkripsiyon faktoridir. Coo, siklik adenozin mono fasfat (CAMP) reseptdr proteini CRP/fumarat
nitrat reduksiyon (FNR) ailesi bir transkripsiyon regilatoridir. CooA, sadece CO sensori icin fizyolojik
olarak uygundur ve diger aday CO sensorleri baska hem-tabanli sensorlerle benzer genel 6zelliklere
sahiptir [40]. Bir grup hem-bazli sensor proksimal bir ligand olarak histidin kullanir. Genellikle, bu Fe-
His bagi rezonans Raman spektrumunda diigiik Fe-His germe frekansi ile kanitlandigi gibi zayiftir ancak
bu zayif bagin fonksiyonel rolii belirsizdir [41]. Ote yandan, her bir hem tabanl sensor farkli kiigiik
molekiillii ligandlar i¢in 6zgiilliigii etkileyen 6zel bir hem ortamina sahiptir.

Hem-tabanli sensorlerde ligand 6zgiilliigiiniin {i¢ diizeyi vardir. Oksijenin karbonmonoksitten 20000 kat
daha diisiik dogal bir afiniteye sahip olmasi nedeniyle hem bazli O, sensorleri igin ilk dnemli olan
baglanma seviyesidir. Hemoglobin ve miyoglobinde distal histidin yan zinciri ve O, ligand arasindaki
H-bag1 kullanilarak oran 200’den 25’e distriliir [42]. Ligand spesifikliginin ikinci seviyesi ligand
koordinasyon 6zelligini igerir. NO sensdrleri i¢in bu seviye yararlidir ¢linkii, NO’nun benzersiz, giiglii
bir trans etkisi vardir. NO igin ¢dziinebilir guanilat siklazin segiciligi (sGC) ¢ok 6nemlidir. Ugiincii
secicilik seviyesi, sensor ligand baglanmasina yanit olan konformasyonel degisikligi temsil etmektedir
(Sekil 2). Belirli bir sensor igin, ligand 6zgiinliigi bu ii¢ diizeyin bir kombinasyonu ile saglanmaktadir
[25].

Karbon ve enerji kaynagi olarak CO kullanan R.rubrum’un cooFSCTJ operonu (Sekil 3), ferrodoksin
benzeri bir protein i¢in gen (cooF), CODH (cooS) icin yapisal gen, ve bir aksesuar proteini (cooCTJ)
icin gen icermektedir [43]. Mikroorganizmalar CO varligini algiladig1 zaman Coo genlerin ekspresyonu
en az 1000 kat induklenir [44]. Bir hidrojenaz ve proteinleri kodlayan coo gen kiimesindeki ilk operon,
CODH (co00S) ve bir membran-baglantili elektron transfer FeS proteini icin genlerin ikinci operonunu
olusturan enzimin aktif formunu liretmeyi kapsar. Ayni zamanda en az {i¢ diger gendeki CooS’nin NiFeS
aktif bolgesini tiretmeyi kapsar. Pek ¢ok ¢alisma, CooCT]J iirlinlerinin olgunlagsma sirasinda C-kimesi
icine Ni yerlestirilmesine katildigin1 gostermistir [43]. CooC ureE’ye benzeyen bir Ni insertazdir ve
ATP hidroliz ile enerji kullanarak Ni yerlestirilmesinde 6nemli bir yardimci proteinidir. CooJ da
UreE’ye benzer ve en fazla dort Ni iyonu baglayabilen His agisindan zengin bir C-terminali icerir [45].
CooT’nin kesin rolii bilinmemektedir. Fakat Ni saglamada C-kiimesi olarak adlandirilan CO
oksidasyonun aktif bolgesine dahil edilen diger metallere yardimer oldugu bulunmustur [46].

CooA tespit edilen ¢esitli gaz (02, CO, NO) sensoru proteinlerinden biridir [48]. CO, CAMP regulator
proteini (CRP) ve fumarat nitrat rediiktaz regulatorii (FNR) igeren transkripsiyonel aktivator ailesinin
bir {iyesi olan CooA’ya bagli bir hem tarafindan algilanir [49]. Bu proteinler bir N-terminal efektor
baglama alani icermektedir. CooA’nin inaktif demir formundaki bir histidin kalintis1 (His77) ve amino
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terminal prolini (Pro2) hem ligand olarak fonksiyon gdstermektedir [50]. Sadece indirgenmis CooA
yapist bilinmesine ragmen, spektroskopik ¢aligmalar ligand anahtarlarinin karmagik bir dizisini ortaya
cikarmistir. CooA hemindeki eksenel ligandlar Pro2 ve His77 iken ferrik ligandlar Cys75 ve Pro2’dir
[51, 52].

ok
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COOA DNA

B
NO ,// <GTP
O+ —
sGC
c
NN
S e S
NADPH>NAEP D
+ +
Pl =
NPAS2 BMAL1 DNA
D
+ 2 +
Y
FIXL FIXJ DNA

D s N Ne
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Sekil 2. CooA, sGC, NPAS, ve FixL nin efektorlerine karst yanitlarindaki genel davranislart.

(A) CO yoklugunda, CooA homodimeri DNA baglayici yiizeylere (siyah gdlgeli) sahiptir. Spesifik DNA dizilerini
baglamaya olanak saglayan DNA-baglanma yiizeylerinin her bir monomer kismimin CO baglayici iizerindeki
yeniden diizenlemesi 6nemlidir. DNA'ya bagli CooA daha sonra gen transkripsiyonuna izin vermek i¢in bir RNA
polimerazi ile etkilesime girer.

(B) sGC NO olmadan inaktif bir heterodimer olarak bulunur. Hem bagli NO, yapisal bir degisikligi tetikleyen
endojen bir histidin ligandi(H) degistirir. SGC'nin aktif konformasyonu 6nemli bir sinyal molekili olan cGMP
sentezler.

(C) NPAS2 yakin zamanda tanimlanmis fakat tam olarak anlagilamamistir. Hem baglanan kiigiik molekiillerin
varliginda, protein inaktif bir monomer olarak bulunmaktadir. Ama boyle kiigiik molekiillerin bulunmamasi, DNA
baglama ve transkripsiyonu aktive eden BMALI1 gibi bir protein ile aktif bir heterodimer olusumuna yol
acmaktadir.

(D) FixL, hem Oz baglandiginda inaktif bir homodimer olarak islev goriir. O, yoklugunda FixL, otofosforilasyona
ve FixJ’ye bu fosfatin daha sonra transferine neden olan konformasyonel degisime ugrar. Fosforile FixJ DNA’ya
baglanir ve anaerobik olarak ifade edilen genlerin transkripsiyonunu aktive eder [25].
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F > S g C T ] g A >
e- transfer Ni proses genleri Transkripsiyonel regiilator

Ferredoksin

CODH CO+H,0--—» CO, + 2H* + 2e"

Sekil 3. Coo regulon. CO varliginda, CooA iki operonun transkripsiyonunu aktive etmek i¢in promotora
baglanwr. Operonlardan biri zara-bagh bir hidrojenaz ile bunun yardimci proteinlerini kodlarken diger
operon CODH ve bunun yardimci proteinlerini kodlamaktadwr [47].

CO, RNA polimeraz ve coo promotor bolge ile liretken bir kompleksin olusumunu desteklemeye ve
biiyiik bir yapisal yeniden diizenlenmeye neden olan prolin liganda baglanir [49]. Mutagenez ile, CooA
ve RNA polimeraz arasindaki etkilesimin siteleri haritalanmistir [53]. CooA’daki anahtar bir bolge ve
ilgili proteinler C-heliks olarak adlandirilan bagli-DNA’y1 ve efektor alanlari birbirine baglayan uzun
bir helikstir (sarmaldir) ve dimer arayiizii olarak fonksiyon gormektedir [48].

Carboxydothermus hydrogenoformans

C. hydrogenoformans CO-kullanan termofilik anaerob bir bakteridir. C. hydrogenoformans genomu
Uzerindeki belirlenen (CODH-I-CODH-V) CODH’lar1 kodlayan bes gen icermektedir [54]. Enzimlerin
cesitli fonksiyonlari, genlerine ve yapilan fizyolojik deneylere bagli olarak ileri siiriilmiistiir [55]. Buna
gore; CODH-I’in enerji tasarrufu, CODH-II'nin, NADH {iretimi, CODH-III"iin, asetil KoA yolunda
karbon fiksasyonu, CODH-IV’iin ise oksidatif stres yaniti fonksiyonuna sahip oldugu bulunmustur.
CODH-V ‘in fizyolojik islevi bilinmeden kalmistir. Fakat baz1 hizalama analizlerinde korunan ligand
Cys295’in CODH-V’de Glu ile yer degistirdigi kesfedilmistir [56]. CODH-I-V arasinda, CODH-I ve
CODH-II iyi karakterize edilmis olanlardir. CODH-1 ve CODH-II hemen hemen benzer 6zellikler
gosterse de aralarindaki temel fark, CODH-II’'nin CODH-I’den CO oksidasyonu i¢in daha uygun oldugu
gosteren CO ve CN- ile giiclu inhibisyonudur [57]. CODH-I, CO; foto-indirgeme sistemlerinde model
katalizordir. Bir elektrot (izerine absorblanan CODH-I, CO2’in ve CO’in hizli ve tersinir donlistimiinii
katalizlemektedir [58]. Ikinci fark, CODH-I’in TiO; ile etkilesebilen tek enzim olmasidir. Bununla
birlikte, CODH-1 pratik ve tekrarlanabilir CO, azaltma sisteminin gelistirilmesinde kritik olan yiiksek
ekspresyon sistemlerinin olusturulmasi i¢in gereklidir. Ayrica CODH-I, CooC homolog kodlayan bir
geni (cooC3) igeren CODH / hidrojenaz gen kiimesini olusturmaktadir [59].

4. Sonug ve Oneriler

Karbonmonoksit, kan hicrelerinde bulunan hemoglobin molekdllerinin icerisindeki hem grubu
tarafindan tutularak insanlarin oksijen yetersizliginden zehirlenmelerinin en dnemli sebeplerindendir.
Bu derleme kapsaminda endiistriyel olarak ¢ok cesitli alanlarda kullanilma potansiyeline sahip olan
mikrobiyal karbonmonoksit dehidrojenazlar hakkinda bilgiler verilmistir. CODH enzimi, biyoteknoloji
i¢in bilyiik bir potansiyel sunmaktadir ve birgok endiistriyel uygulamada kullanilabilir. Ornegin
biyosensorlerde CO tabanli problar, CO algilamaya yardimci olabilecek sekilde tasarlanabilir [60].
Atmosferdeki CO’i azaltmak icin CO>’in sentez gazlara ve alkanlara doniisiimiinde kullanilabilir [2].

Journal of Agricultural Biotechnology 1(1), 18-30, 2020 26



Melis COKDINLEYEN, Bilge Hilal GADIRCI EFELI

Karboksidotrofik Mikroorganizmalarin Karbonmonoksit Dehidrojenazlari

Ozellikle tiiberkiilozlu hastalarda akciger difiizyon kapasitesini 6l¢gmek igin kullanilabilir [61]. CO
filtreler, sigara filtrelerinde CO;’e donistiiriilerek CO’i ayirmak igin kullanilabilir [62]. Ancak
giinlimiizde ticari olarak kullanima heniiz ulasamamuistir.
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