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Doktora Tezi
OZET

Acidithiobacillus ferrooxidans M1 YABAN TiP ve MUTANT (Q9F ve S21Y/V22D) DEMIR
OKSIDAZLARININ BIYOKIMYASAL KARAKTERIZASYONU

Dilsat Nigar COLAK

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Biyoloji Anabilim Dal1
Danisman: Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ
2014, 88 Sayfa, 10 Ek Sayfa

Bu ¢alismada, Espiye, Murgul ve Giimiishane’de bulunan asidik su kaynaklarindan su
ornekleri alindi. Bu su orneklerinde asidofilik bakterilerin varlig1 incelendi. Bu bolgelerden
elde edilen 12 farkli izolatin 16S rRNA genlerine gore tiir diizeyinde tanimlanmasi yapildi.
Buna gore izolatlardan besinin Acidithiobacillus, Ggtnin Acidiphilium ve dordinin de
Acidocella cinsine ait oldugu belirlendi.

Murgul bakir madeninden izole edilen Acidithiobacillus ferrooxidans M1 susunun
demir oksidaz proteinini kodlayan iro geni klonlanarak izole edildi ve baz dizilimi belirlendi.
Izole edilen gen, pET-28a(+) ekspresyon vektoriine klonlanarak E. coli BL21(DE3) susu
icerisinde yiksek miktarlarda uretildi. Demir oksidaz proteinine ait korunmus bdlgeler
incelenerek, bolge 6zgin mutasyon yontemiyle, klonlanan demir oksidaz Uzerinde Q9F ve
S21Y/V22D mutasyonlar1 yapildi. Yaban tip ve mutant enzimler saflastirildi ve karakterize
edildi. Mutant enzimler yaban tip enzim ile biyokimyasal 6zellikleri ve kinetik parametreleri
bakimindan karsilastirildi. Yaban tip enzimin optimum pH’st 4,0, optimum sicakligi 25°C,
Km’si 0,27 £ 0,09 mM ve Vmax’1 ise 0,083 = 0,01 pmol/dk/mg protein olarak belirlendi.
Yapilan mutasyonlar enzimin kinetik parametrelerinde 6nemli bir degisiklik meydana
getirmezken, her iki mutantin optimum pH’s1 da 3,5 olarak belirlendi. Ayrica S21Y/V22D

mutantinda pH kararliliginin arttig1 gorildi.

Anahtar Kelimeler: Asidofilik, Demir oksidaz, Acidithiobacillus ferrooxidans, Bélge 6zgin
mutasyon



PhD. Thesis
SUMMARY

BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF WILD TYPE and MUTANT (Q9F and
S21Y/V22D) IRON OXIDASES ISOLATED FROM Acidithiobacillus ferrooxidans M1

Dilsat Nigar COLAK

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Ali Osman BELDUZ
2014, 88 Pages, 10 Appendix Pages

Acidophilic bacteria from Espiye, Murgul and Zigana has been isolated. Systematical
analyses of twelve different isolates were carried out based on 16S rDNA gene sequences.
According to 16S rDNA gene sequences, five of the isolates belong to the genus
Acidithiobacillus, three of them belong to the genus Acidiphilium and four of them belong to
the genus Acidocella.

iro gene coding the iron oxidase of Acidithiobacillus ferrooxidans M1 strain isolated
from Murgul cupper mine has been cloned and complete nucleotide sequence was revealed.
The gene has been cloned into expression vector pET28(a)+ and overexpressed in E. coli
BL21 (DE3). Highly conserved amino acids are determined in iron oxidase and Q9F and
S21Y/V22D mutations were performed with site directed mutagenesis technigues at cloned
iron oxidase. Wild type and mutant enzymes are purified with HisLink Protein Purification
Resin and characterized. Biochemical properties and kinetic parameters of the wild type and
mutant enzymes were determined and compared. The wild type optimal temperature was
25°C and maximal activity was observed in pH 4.0. Its K and Vmax Value was calculated as
0,27 = 0,09 mM and 0,083 + 0,01 umol/min/mg protein respectively. The Kinetic parameters
of the mutant enzymes stayed unchanged. Nonetheless, the maximal activity of the mutant
enzymes were moved to pH 3.5 and the pH stability of the S21Y/V22D have increased.

Key Words: Acidophilic, iron oxidase, Acidithiobacillus ferrooxidans, site directed
mutagenesis
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Madencilik, yer kabugunda bulunan cevher, endiistriyel hammadde, kdmiir ve petrol
gibi ekonomik degeri olan herhangi bir maddeyi yeryliziine ¢ikarma ve bu maddeyi
kullanilabilir hale doniistirme islemidir. Yenilenemeyen hammaddelere ve primer
kaynaklara olan baglhlik, endiistrinin gelisimini sinirlandirmaktadir. Yeni teknolojiler
vasitast ile yeni kaynaklardan metallerin saglanmasi gerekmektedir. Onceden var olan
madencilik tekniklerinin gelistirilmesi ile giiniimiize kadar ekonomik bir degeri olmayan
kaynaklardan metallerin ayristirilarak saf halde elde edilmesi saglanabilmektedir.
Geleneksel  yontemlerle degerlendirilemeyen  cevherler, biyoli¢  yontemleriyle
degerlendirilebilmektedir (Bosecker, 1997; Brierley, 1978; Bryner vd., 1954; Torma ve
Banhegyi, 1984). Bakteri ve mantar gibi mikroorganizmalar metallerin suda ¢ozinebilir
formlarina doniistiiriilmesine yardimci olurlar. Mikrobiyal li¢ islemlerinin uygulanmasi ile
ikincil kaynaklar olarak tanimlanan endiistriyel atiklardan degerli metallerin kazanilmasi
endiistriyel olarak miimkiin olmaktadir (Brandl, 2001).

Antik c¢aglardan beri mikroorganizmalar agir metallerin yer kabugu iizerinde
depolanmasinda ve ¢oziinmesinde onemli bir role sahiptir. Bu aktivitenin énemli bir kismi
demir ve silfir dongiisii ile ilgilidir. Anaerobik siilfat indirgeyici bakteriler c¢esitli
metallerle reaksiyona girerek ¢6ztinmeyen sulfurlt minerallerin (Fe2S2, ZnS, CuFeS: gibi)
ve cevher yataklarinin olusmasini saglarlar. Tersi bir reaksiyonda bu stlfurli mineraller,
aerobik stlfir oksitleyici mikroorganizmalar icin elektron vericisi olarak gorev yapar ve
metal sulfatlara doniisiirler. Metal silfatlarin ¢ogunun ¢oziiniirliigii yiiksek oldugu igin bu
reaksiyon, maden ve mineral kaynaklarindan metallerin kazaniminda/uzaklastirilmasinda
kullanilir. Cesitli mikroorganizmalarin madenlerdeki agir metalleri ¢oziinebilir hale
getirebilme &zellikleri biyo-madencilik endiistrisinin gelisimine yol agmistir (Rawlings,
1997).

Genel olarak, metallerin ortamda dogal olarak bulunan belirli mikroorganizmalar
vasitasi ile suda ¢oziiniir hale getirilmesi “biyoli¢ (bioleaching)” ya da mikroorganizmalar

tarafindan doniistiiriilerek, bir sonraki ekstraksiyon islemine hazirlanmasi “biyo-



oksidasyon (biooxidation)” olarak tanimlanir (Atlas ve Bartha, 1997) . “Biyo-oksidasyon”
ve “biyoli¢” cogu zaman birbiri yerine kullanilir (Handsford ve Miller, 1993).

Salfarld minerallerin  biyolici son yirmi yilda biiyiik ilerleme kaydetmis ve
giiniimiizde yerlesmis bir biyoteknolojik uygulamaya doniismiistiir. Bu teknik genellikle
bakir, kobalt, nikel, ¢inko ve uranyum gibi madenlere uygulanir.

Biyoli¢ isleminde kullanilan bakterilerin biyolojisi olduk¢a karmagiktir. 16S rDNA
gen dizisi verilerindeki artisla, cok sayida yeni bakteri tanimlanmis ve mevcut olan bazilari
da yeniden siiflandirilmistir. Onceleri sadece mezofilik bakterilerin dnemli oldugu
distintiliirken, giiniimiizde termofilik bakteri ve ekstrem termofilik arkelerin de biyoli¢
islemlerinde 6nemli oldugu belirlenmistir (Johnson, 1998; Norris vd., 2000).

Biyolicte kullanilan mikroorganizmalarin bir¢ok ortak fizyolojik 6zelligi vardir.
Siilfiirlii minerallerin  biyoli¢inde kullanilnan tim organizmalar kemolitotrofiktir ve
elektron kaynagi olarak Fe*? veya indirgenmis inorganik siilfiir kaynaklarmi kullanirlar.
Sulfur oksidasyonunun nihai trini silfirik asit oldugu i¢in bu organizmalarin ¢ogu
asidofiliktir ve pH 1,5-2,0 civarinda optimum gelisme gosterirler. Biyoli¢ organizmalari
elektron alicis1 olarak oksijen disindaki maddeleri (Fe*’—Fe*®) kullanmalarina karsin
genellikle en 1yi gelismeyi yiiksek oranda havalandirilmis ¢ozeltilerde gosterirler.

Notral pH civarinda demir (Fe), Fe(ll) ya da Fe(lll) hidroksit formunda c¢okelir.
Fe(I1)’lin ¢oziiniirliigii pH nin azalmast ile artar. pH’nin azalmasi ayni zamanda Fe(11)’nin
kararliligi1 da artirir.  Asidik  kosullarda Fe(ll)-oksitleyici mikroorganizmalarin
biyokimyasal rolleri genis c¢apli olarak arastirilmistir. Notral pH’da mikrobiyal demir
redoks dongiisii, hidromorfik toprak ve sedimentlerin jeokimyasini énemli dlgiide etkiler.
Organik yapilarin degredasyonunu, minerallerin ¢6ziinmesini, jeolojik olarak Onemli
minerallerin  olusumunu ve c¢esitli anyon ve katyonlarin mobilizasyonunu ve
immobilizasyonunu da saglar (Baker ve Banfield, 2003; Chaudhuri vd., 2001; Lack vd.,
2002).

Fe(ll) ve Fe(Ill) arasindaki ¢evrim, modern cevresel biyokimyada temel bir role
sahiptir ve muhtemelen yeryuzinin erken dénemlerinde de onemli bir biyokimyasal
islemdi. Mikroorganizmalar tarafindan diizenlenen demir redoks reaksiyonlari
kesfedilmeden dnce, bu islemi abiyotik mekanizmalarin yaptig1 diisiiniilmekte idi. Ancak
ginimuzde birgok asidik ¢evrede demir redoks kimyasini mikroorganizmalarin kontrol
ettigi bilinmektedir. Bu islemde, Fe(Il) elektron kaynagi olarak kullanilir ve litotrofik Fe

oksitleyici mikroorganizmalarin hem oksijenli hem de oksijensiz ortamda, biyokiitledeki



karbonu 6zlmleyebilmesi i¢in uygun sartlart olusturur. Fe(IIl) ise, anaerobik sartlarda
litotrofik ve heterotrofik Fe(lll)-indirgeyici mikroorganizmalar igin son elektron alicisi
olarak kullanilir.

Metal kazanimlarinda mikroorganizmalarin kullaniminin geleneksel fizikokimyasal
metotlara gore belirgin avantajlar1 vardir. Biyoli¢ yontemi cevre dostu bir yontemdir.
Kavurma ve ergitme metotlarinda oldugu gibi siilfiir dioksit gibi ¢evreye zararli olan
gazlarin salinimi olmaz. SO asit yagmurlarina neden olan en énemli gazdir. Diger taraftan
biyoligte kiikiirt siilfata doniistiigli igin bu tip bir kirlilige rastlanmaz. Ek olarak, bu yeni
yontem, cevherin yerkabugundan gikarilma olan yerinde uygulanabilir. Ornegin bakir yer
kabugunun cok derinlerinden kolaylikla ¢ikarilabilir. Metal tiirii ve jeolojik Ozelliklere
bagl olarak, metallerin ayristirilmasi dogal ortamlarinda gergeklestirilebilir. Bu islemde
mikroorganizmalar kullanilarak olusturan biyoli¢ solusyonlar1 kullanilir. Bu yéntem hem
daha ucuzdur hem de gevreye daha az zarar verir (Rawlings, 2002). Biyoli¢ yonteminin en
Oonemli avantaji diger geleneksel yontemlerle isletilemeyen diisikk tondrli cevher

yataklarinin degerlendirilebilmesidir.

1.2. Biyo-madenciligin Gelisimi

Gilintimiizde birgok mineral ve metalin islenmesi temelde yiizlerce yil 6nceki sekli ile
aynidir. Hammaddeler yer kabugundan cikarilir, hazirlanir ve pirometalurjik ve/veya
hidrometalurjik yontemlerle metaller ayrigtirilir.

Biyo-madenciligin kokeni ¢ok eski zamanlara dayanir, ancak eski donemlerde
yapilan hidrometalurjik islemlerde mikroorganizmalarin rolii bilinmemekteydi. Esas olarak
bakir ¢ikarilmasi igleminde mikroorganizmalar antik ¢aglardan beri kullanilmaktadir. Rio
Tinto madeninde ¢ok eski zamanlarda dahi mikroorganizmalarin kullanildig1 bilinmektedir
ancak bu organizmalarin nasil aktivite gosterdigi 1900’11 yillara kadar aydinlatilamamustir.
Ispanya’nin giineyinde bulunan Sevilla’daki Rio Tinto madeninde, Roma dncesi dénemde
giimiis, Roma doneminde de bakir ¢ikarilmaktaydi. Rio Tinto, Kirmizi Nehir anlamina
gelmektedir ve yuksek Fe(lll) konsantrasyonundan dolayr suyu kirmizi renktedir. Nehirde
bulunan ¢oztinmiis Fe(lll) ve bakir, mikroorganizmalarin katkis1 sonucu olusmaktadir.
Romalilar “sementasyon” islemiyle (Fe + Cu*? — Cu + Fe*?) ¢oziinmiis bakir iizerine Fe
ilave ettiklerinde bakir kati halde c¢okelir, sonra bu bakir pirometalurjik yontemlerle

(ergitme) saflastirilirdi. Bu islem kiiclik baz1 modifikasyonlarla glintimiize kadar gelmistir,



mikroorganizmalarin bu islemdeki rolii ise 1900’lii yillarda ortaya ¢ikarilmigtir (Smith,
2005).

Mineral kaynaklardan metallerin ayristirilmasina dair olduke¢a eski tarihsel kayitlar
olmasina (Rossi, 1990; Ehrlich, 1999) ve indirgenmis siilfiir bilesiklerinin ve elemental
stilfiiriin oksidasyonundan siilfirik asit olusumunun 1880’lerde biliniyor olmasina ragmen
(Winogradsky, 1887), metal sulfurlerin oksidasyonu ancak 1922 yilinda, ¢inko stilfiirden
(sfalerit) ¢inkonun ayristirilmasi ile tanimlanmistir (Rudolfs, 1922; Helbronner ve Rudolfs,
1922). Sfaleritin, ¢inko siilfata doniisimiinin  mikroorganizmalar  tarafindan
gerceklestirildigi  belirlenmigtir. Bu bilgilere dayanarak 1947 yilinda ¢inko, c¢esitli
rezervlerden biyolojik metotlarla ¢ikarilmigtir. Bu metotta rolii olan mikroorganizmanin
Thiobacillus ferrooxidas oldugu belitlenmistir. Ilk patent 1958 yilinda almmistir
(Zimmerley vd., 1958). Bu patente gore metal ekstraksiyonu icin Fe2(SOa4)s / silfirik asit
karisimi olan bir ¢ozelti dongiisel olarak kullanilir. Cozeltideki Fe(lll), ekstraksiyon
sirasinda Fe(ll)’e doniisiir. Bu Fe(ll) demir oksitleyici mikroorganizmalar tarafindan
oksijenli ortamda tekrar Fe(Ill)’e dontstirilir ve li¢ reaktifi yerinde Uretilir (Brandl,
2001).

1.3. Biyolic Prensipleri

Mikroorganizmalar metalleri; (1) organik ve inorganik asit olusumu ile; (2)
oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlari ile ve (3) kompleks ajanlarin olusumu ile mobilize
ederler. Silfurik asit, biyoli¢ ortaminda bulunan temel inorganik asittir. Bu asit
Thiobacillus sp. gibi silfiir oksitleyici mikroorganizmalar tarafindan olusturulur.

Mikroorganizmalar tarafindan metallerin ¢dziinmesini agiklayan iki mekanizma
ortaya atilmistir (Silverman ve Ehrlich, 1964; Ewart ve Hughes, 1991). (1)
Mikroorganizmalar metal sulfurleri “direkt” olarak oksitler, metabolize eder. Direkt
mekanizmaya gore hilcreler mineral ylzeye tutunur. Hucrelerin  mineral
tanelerine/yuzeylerine tutunmasi birka¢ dakika veya birka¢ saat icerisinde gerceklesir.
Hucreler tutunmak icin mineral yiizeyindeki aktif alanlar1 tercih ederler (Ewart ve Hughes,
1991; Edwards vd., 1999). (2) Indirgenmis metallerin “indirekt” mekanizma ile
oksidasyonu Fe(lll) tarafindan kontrol edilir. Fe(lll), sulfurlu mineraller icin iyi bir
oksitleyicidir (indirgeme potansiyeli 0,77 volt) ve ortamdaki Fe(ll)’nin mikrobiyal



oksidasyonu ile olusur. (Ewart ve Hughes, 1991) . Bu durumda, demir elektron tasiyicisi
gOrevi gordr.
Piritin “direkt” ve “indirekt” mekanizmalar ile oksitlenmesi asagida gosterilmistir

(Murr, 1980; Schippers ve Sand, 1999).

Direlt:
thiobasili
2FeS: + 702+ 2H20 ——————— 2FeS04 + 2H2504

Indirekt: T. farrooxidans, L. Ferrooxidans
4FeS0O4 + 01 + 2H2804 » 2Fe2(504) + 2H20

kimvasal oksidasyon

MeS + Fex(S04): » 3FeS04 + 28

25+30: +H:20 ——— 2H250,
T thiooxidnas

Gunumuzde “direkt” modelin dogrulugu tartismalidir. Bu nedenle “indirekt”
mekanizmaya dayanan yeni bir model ortaya atilmistir (Schippers ve Sand, 1999). Butln
faktorler bir araya getirilmis ve yeni model su sekilde karakterize edilmistir: (1) hiicreler
minerallere tutunur ve yiizeyle fiziksel baglant1 kurar; (2) hiicreler ekzopolimer bir tabaka
salgilar; (3) bu ekzopolimerik hiicre kilifi glukuronik asit ile kompleks olusturmus Fe(l11)
bilesikleri igerir; (4) siilfiirlii bilesiklerin oksidasyonu sirasinda thiosiilfat olusur; (5) hiicre
kilifi veya periplazmik alanda, siilfiir veya polithionat graniilleri olusur (Brandl, 2001).
Asagidaki esitlik oksidasyon mekanizmasinin 6zetidir (Schippers ve Sand, 1999):

Thiosiilfat mekanizmasi (FeS2, M0S2, WS>):
FeS,+6Fe®* +3H,0 —S,03%" - 7TFe?* + 6H*
S203% + 8Fe®* + 5H,0 — 2S04 + 8Fe?* + 10H*

Polistilfit mekanizmasi (PbS, CuFeS2, ZnS, MnSz, As2S3, As3Ss):
2MS + 2Fe** + 2H" — 2M?* + H, Sy + 2Fe?*

H2Sn + 2Fe® — 0.25 Sg + 2Fe*" + H*

0.25Ss + 30, + 2H,0 — 2504% + 4H*



1.4. Asidofilik Mikroorganizmalar

Biyo-madencilikte ticari olarak kullanilabilecegi diisiiniilen mikroorganizmalarin
sayis1 giderek artmaktadir. Bu artisin nedenleri; ¢evrenin daha ¢ok taranmasi ve en
onemlisi bu organizmalar1 tanimlayabilmek i¢in yeni tekniklerin gelistirilmesidir.
Asidofilik kemolitotroflarin incelenmesinde ¢esitli zorluklarla karsilagilmaktadir. Bu
bakterileri kat1 besiyeri ortaminda ¢ogaltmak oldukca zordur. Kat1 besiyerinde katilastirici
ajan olarak kullanilan agar veya agarozdaki ¢ok az miktarda bulunan seker bile bu
mikroorganizmalarin gelisimini inhibe eder (Tuovinen vd., 1971). Yiiksek oranda
saflagtiritlmis agar kullanmak bile yeterli olamayabilmektedir; ¢linkii asit hidrolizi sirasinda
ortaya ¢ikan az miktardaki seker, hiicrenin gelisimini engeller. Baz1 alternatif katilastiric
ajanlar kismen kullanilabilmesine ragmen, yine de asidofilik mikroorganizmalarin kati
ortamlarda yetistirilmesi kolay degildir.

Giliniimiizde polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) kullanilmas: ile asidofilik
mikroorganizmalarin tanimlanmasi kolaylasmistir. Madenlerde bulunan o6rneklerden
kiiltivasyon yapmadan, total DNA izolasyonu yapilmasi ve bu DNA’larin 16S
rRNA’larmin  PCR vasitast ile analiz edilmesi sonucunda bu mikroorganizmalar
tanimlanabilmektedir (Goodfellow ve O’Donnell, 1993).

PCR teknigindeki gelismelerden sonra biyoli¢ ortaminda c¢ok ¢esitli
mikroorganizmalarin bulundugu belirlenmistir. Ekstrem cevresel sartlara ragmen (diisiik
pH degeri, yiiksek metal konsantrasyonu gibi), maden ortamlarinda ¢ok cesitli bakteri,
mantar ve alg tiirlerine rastlanmuistir (Lopez-Archilla vd., 1993). Ornegin bir bakir
madeninde; bakteri, maya, kamgililar, amip ve protozoonar mikrobiyal ¢evreyi
olusturmaktadir (Erlich, 1963). Bu organizmalar ¢evrede homojen bir dagilim gostermezler
ve aralarinda sinerji, mutualizm, yaris ve birbirini avlama gibi mikrobiyal etkilesimler
meydana gelir (Amaro vd., 1992; De Wulf-Durand vd., 1997; Ehrlich, 1997; Johnson,
1998; Edwards vd., 1999; Brandl, 2001).

Ekstrem asidik ortamlarda aktif olan prokaryotik mikroorganizmalar, bakteri ve Arke
domainleri igerisinde dagilim gosterir. Asidofiller; sicaklik (mezofil, orta derecede termofil
ve ylksek termofil), optimum pH ve temel karbon kaynaklari (ototroflar CO2’yi kullanir,
heterotroflar organik karbonu kullanirken, miksotroflar her ikisini de kullanir) gibi farkl

kriterler kullanilarak gruplara ayrilir. Genellikle, ekstrem termofilik asidofiller arke



grubunda yer alir. Termo-asidofilik prokaryotlar genellikle jeotermal alanlarda ve fosil
yakitlarin bulundugu bolgelerde yayilis gosterirler.

Asidofilik mikroorganizmalar1 ayirt etmeye yarayan bir diger 6zellik mineralleri
¢cOziinlir hale getirme yetenekleridir. Bazi1 asidofilikler, mineralleri oksidasyon yolu ile
cozerken bazilar1 rediiksiyon mekanizmasini kullanirlar. Pirit gibi bazi mineraller
Leptospirillum ferrooxidans, Acidimicrobium ferrooxidans ve Sulfolobus metallicus gibi
prokaryotlar tarafindan ¢oziiniir. CuzS gibi bazi mineraller ise asidik ortamda ¢oziiniir ve
Acidithiobacillus thiooxidans, Acidithiobacillus ferrooxidans ve Metallosphaera sedula
gibi siilfiirik asit olusturan prokaryotlar tarafindan ticari olarak kullanilabilir forma
doniistiiriilir (Johnson ve Hallberg, 2003).

Jarosit ve goethit (sulu demir-oksit minerali) gibi Fe(lll) iceren mineraller ise
rediiksiyon mekanizmasi ile ¢oziliniir hale getirilir ve bu islemde demir-indirgeyici
mikroorganizmalar gorev alir. Bu grupta Acidiphilium spp. gibi heterotrofik mezofilik
bakteriler ve Sulfobacillus spp. gibi 1limli termofiller yer alir. Heterotrofik mezofilik
bakteriler Fe(ll)’yi oksitleyemezken, Acidithiobacillus ferrooxidans, Leptospirillum
ferrooxidans ve ilimli termofiller ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonuna bagli olarak hem
Fe(I1)’yi oksitleyebilir hem de Fe(l11)’U indirgeyebilirler (Bridge ve Johnson, 1998; 2000).
Esasen oksijen yakildiginda Fe*®* son elektron alicisidir. Diger asidofilik
mikroorganizmalar minerallerin ayrigmasinda direkt bir role sahip degildir. Bazi
heterotrofik prokaryotlar (Acidocella ve Thermoplasma) demir ve sulfur-oksitleyici
mikroorganizmalarla kommensal iligkiler kurarak li¢ islemine yardimci olurlar. Bu
mikroorganizmalar ortamdaki organik bilesikleri tiiketerek ‘“detoksifikasyon” yaparlar

(Johnson, 1998).

1.5. Asidofilik Mikroorganizmalarin Habitatlar

Asidofilik mikroorganizmalarin habitatlar1 genellikle ‘ekstrem asidik ¢evreler’ olarak
isimlendirilir. Bu ¢evrelerin pH’s1 genellikle 3.0 ve altidir. Ekstrem asidik ortamlar dogal
olarak olusmakla beraber son yillarda endiistrinin gelisimi ile beraber endiistriyel atiklar
nedeni ile yapay olarak da olusabilmektedir. Ozellikle maden endiistrisinin gelisimi ile bu
tip ortamlarinin yayginligi artmistir.

Cesitli mikrobiyal aktiviteler ortamin asiditesinin artigin1 saglar. Fermantasyon ve

nitrifikasyon sirasinda organik asitlerin olusumu pH degerini disiiriir. Ancak ekstrem



asidofilik c¢evrelerin olusumunun en Onemli etkeni elemental siilfiir, indirgenmis siilfiir
bilesikleri ve piritin oksidasyonu sirasinda ortaya ¢ikan asittir. SUlflrtin ototrofik ve
heterotrofik bakteriler tarafindan oksitlenmesi ile siilfiirik asit olusur. Birgok metal dogada
stlfit halinde bulunur. Sulfirli mineraller ticari 6neme sahip bakir, ¢inko ve kursun gibi
bircok metalin mineral formudur. En yaygin olarak bulunan stlfurli mineral (FeSz)’dir ve
genellikle diger metal siilfiirler ile bir arada bulunur ve madenlerin islenmesi sirasinda atik
materyallerin olusumuna neden olur.

Ekstrem asidik g¢evrelerin diger bir onemli fiziko-kimyasal 6zelligi, igerisindeki
¢oziinmiis metal konsantrasyonunun ndtral pH’li1 ortamlara gore daha fazla olusudur.
Belirli bir ortamda bulunan agir metallerin tipi ve konsantrasyonu jeokimyasal 6zelliklere
baglidir. Bu metaller direkt siilfiir minerallerinin oksidasyonu ile olusabilecegi gibi, belirli
minerallerin alterasyonu sonucu da olusabilmektedir (Johnson, 1998).

Ekstrem asidik ortamlar c¢ogunlukla diisiik konsantrasyonda ¢ozlinmiis organik
karbona (<20 mg I") sahiptir ve bu nedenle oligotrofik olarak siniflandirilir. Bu ortamlarda
enerji genellikle Fe(Il) ve indirgenmis siilfiir bilesiklerinden saglanir. Kemolitotrofik

asidofiller, bu ortamlarda en yaygin olarak bulunan canlilardir.

1.6. Asidofilik Mikroorganizmalarin Tanimlanmasinda Kullanillan Baz
Teknikler

Biyoli¢ islemi biiyiik oranda, ortamda bulunan asidofilik bakterilerin varligina ve
hayatta kalabilme 6zelliklerine bagli oldugundan, bu organizmalarin hizli, giivenilir ve
etkili bir sekilde tanimlanmasi oldukc¢a 6nemlidir. Giinlimiizde klasik metotlar kullanilarak
asidofilik organizmalarin varhigi belirlenebilmektedir. Klasik metotlar arasinda

mikroskobik belirleme, kiiltlir bagimli tanimlama ve indirekt metotlar sayilabilir.

1.6.1. Mikroskoba Dayal1 Yaklasimlar

Mineral oksitleyici mikroorganizmalar 151k ve elektron mikroskobu kullanilarak
gozlemlenebilir.  Faz-kontrast —mikroskobu canli  organizmalarin  gdzlenmesini
saglamaktadir. Bazi asidofilik mikroorganizmalar ¢ok hareketli olmalar1 ve farkli
morfolojiye (virgiil veya spiral sekilli; 6rn Leptospirillum spp.) sahip olmalar1 nedeniyle

faz-kontrast mikroskobunda tanimlanabilmektedir. Endospor olusturan Sulfobacillus spp.



gibi bakteriler de bu yolla belirlenebilir. Endosporlar hiicre igerisinde, parlak yogun
cisimcikler olarak gorultr. Mikroskobik yolla bakterilerin ortamdaki sayisi da
hesaplanabilmektedir.

Mikroskobik incelemelerdeki en énemli problem, asidofilik organizmalarin ortamda
bulunan mineral pargaciklarindan ayirt edilmesindeki gucliklerdir. Fe(IIl) bilesikleri en
¢ok sikintitya neden olan bilesiklerdir. Amorf ve kristal yapidaki Fe(IIl) bilesiklerini
ortamdan uzaklastirmak igin okzalik asit kullanilabilir. Ancak bu asit incelenecek olan
bakterilere de zarar verebilir. Kati ortamlara tutunmus olan mikroorganizmalarin
mikroskobik incelenmesi de oldukca zordur. (Rawlings ve Johnson, 2007; Cotoras ve
Viedma, 2011).

1.6.2. Kultivasyona Dayal Yaklasimlar

Kiiltivasyona bagli tanimlamalar, sadece belirli mikroorganizmalarin gelistirilmesini
saglayan farkli ozelliklere sahip besiyerleri kullanilarak yapilmaktadir. Ancak mineral-
biyoli¢ ortaminda bulunan mikroorganizmalarin bazilar1 laboratuvar ortaminda in vitro
olarak buyutilememektedir. Yine de biyoli¢ isleminde en yaygin olarak kullanilan
asidofilik bakteriler, hem s1vi hem de kat1 besiyerinde biiyiitiilebilir.

Kiiltivasyon isleminde hedef mikroorganizmanin varligini belirleyebilmek igin 6zel
besiyerleri olusturulmustur. Ayrica sicaklik, pH ve oksijen konsantrasyonu da hedef
mikroorganizmaya bagli olarak belirlenir. Cok ¢esitli ayirt edici besiyerlerinin varligina
ragmen, bu besiyerleri ayrimda her zaman yeterli olmaz. Ornegin, demir-oksitleyici
kemolititroflar i¢in genis bir kullanim alanina sahip olan demir-siilfat sivi besiyerinde hem
Acidithiobacillus ferrooxidans hem de Leptospirillum spp. rahatlikla biiyiiyebilir ancak A.
ferrooxidans daha hizli biiyiidiigii igin bu ortamda birincil olarak tanimlanan organizma A.
ferrooxidans olur. Diger yandan, kat1 besiyerinin kullanimi ile bu dezavantaj ortadan
kaldirilabilir.

Uzun yillar boyunca demir ve siilfiir-oksitleyici asidofillerin kati besiyerinde
bliyiitiilmesinin ¢ok zor veya imkansiz oldugu diisiiniilmiistiir. Bunun nedeni agar ve
agaroz gibi katilastirict ajanlarda bulunan organik bilesiklerin, asidofillerin gelisimini
inhibe etmesidir (Tuovinen ve Kelly 1973). Ancak “iki tabakali besiyeri” ile bu sorunun da
istesinden gelinmistir (Johnson ve McGinness, 1991; Johnson, 1995; Hallberg ve Johnson,

2003; Johnson vd., 2005). Bu yontemde, katilastiric1 ajanlarda bulunan toksik maddelerle
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birlikte inkiibasyon sirasinda asit hidrolizi ile ortaya c¢ikan toksik materyaller de
heterotrofik asidofilik bakteriler vasitasi ile ortadan kaldirilir. Inkiibasyon petrisi iki
asamada hazirlanir. ilk olarak petrinin dip kismina kullanilacak olan besiyerinden dokiiliir
ve bu tabakaya heterotrofik asidofilik bir bakteri ekilir (6rnegin; Acidiphilium cryptum).
Daha sonra bu tabakanin iizerine yine ayni besiyerinden dokiiliir ve buraya ilgilenilen
asidofilik bakterilerin ekimi yapilir. Inkiibasyon sirasinda hetrotrofik bakteriler,
kemolitotrofik mikroorganizmalar igin toksik olan organik bilesikleri pargalayarak bu
organizmalarin da iist tabakada gelisebilmesini saglar (Johnson, 1995). Farkli asidofilleri
ve mineral-oksitleyicileri belirleyebilmek amaciyla ¢ok ¢esitli iki tabakali besiyeriler
gelistirilmistir (Tablo 1).

Iki tabakal1 besiyeri kullanimi, mineral-oksitleyici bakterilerin ve diger asidofillerin
belirlenmesinde olduk¢a avantajlidir. Oncelikle ortamda bulunan biitiin bakterilerin
gelisimini saglar, zayif gelisim gosteren mikroorganizmalar elimine olmaz. Bunun
yaninda, asidofilik mikroorganizmalar ¢ok farkli koloni morfolojilerine sahiptir. Koloni
bliyiikligli ve morfoloji aym tiiriin suslar1 arasinda bile farklilik gésterebilir. Bu yiizden
kat1 besiyerinde koloni olusumu ile kolaylikla ayirt edilebilirler (Johnson vd., 2005).
Ormnegin, demir-oksitleyici izolatlarmn olusturdugu kolonilerde Fe(III) bilesiklerinin

birikimi goriiliir ve koloni pas benzeri bir yap1 kazanur.

Tablo 1. “Iki tabakal1 besiyeri”nde kullanilan mikroorganizmalar

Alt tabakada
kullanilan Enerji kaynagi pH Hedef izolatlar
mikroorganizma
Fe(ll) ~2.5 Zor gelisen demir-oksitleyiciler
Fe(ll)/TSB ~2.5 Demir-oksitleyiciler (ve bazi

heterotroflar)
Fe(Il)/Tetrathionat/TSB ~2.5 Demir-oksitleyiciler ve silfiir-
oksitleyiciler (ve bazi
heterotroflar)
Fe(ID/Thiosulfat/TSB ~4.0 Iliml1 asidofilik demir-
oksitleyiciler, stlfir-
oksitleyiciler ve heterotroflar
Acidocella aromatica | Maya ekstrakt ~3.0 Ekstrem asidofilik heterotroflar

(PFBC susu) Maya ekstrakti ~4.0 Ilml asidofilik heterotroflar

Acidiphilium cryptum
(SJH susu)
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1.6.3. Molekiiler Teknikler

Bakterilerin tanimlanmasinda organizmalarin morfolojileri ve fizyolojileri gibi
fenotipik 6zellikleri de yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu 6zellikler birbirine ¢ok
yakin olan organizmalarin ayriminda yeterli olamayabilirler. 1960’11 yillarda DNA’nin
kalitim ve protein sentezi lizerindeki roliiniin anlagilmasiyla, siniflandirma c¢alismalarinda
molekiiler tekniklerin morfolojik tekniklerden daha basarili olabilecegi diisiiniilmiistiir.
Niikleik asitler tiim bakterilerde bulunur ve bu bakteriler iizerinde genis c¢aplh
karsilagtirmalar1 saglar (Logan, 1994). Ayrica genetik materyalin c¢evresel sartlardan
etkilenmemesi ve evrimsel yayilis gostermesi daha dogru ve kesin bir siniflandirmanin
yapilmasini saglar (Vandamme vd., 1996).

Molekiiler biyolojideki tekniklerin gelisimi ile mikrobiyal ekolojide de 6nemli
gelismeler kaydedilmistir. Giliniimiizde, kiiltivasyon yapilmadan, mikroorganizmalarin
dogal habitatlarindan DNA’lart izole edilerek tanimlanmalar1 yapilabilmektedir
(Hugenholtz vd., 1998). En yaygin olarak kullanilan molekiiler teknik 16S rRNA dizin
analizidir. Bunun yaninda 16S-23S rRNA genleri arasindaki “spacer” bolgeler ve ARDRA
analizleri de asidofilik bakterilerin tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilir (Rawlings ve

Johnson, 2007).

1.6.3.1. 16S rDNA ve 16S rRNA’mn Tiir Tayininde Kullanilmasi

Son yillarda 16S rRNA molekiiliiniin bakteriler arasindaki filogenetik iliskinin
belirlenmesinde olduk¢a ©Onemli bir role sahip oldugu belirlenmistir. Organizmalar
siiflandirmak i¢in kullanilan bu yontem ilk kez Woese ve arkadaslari tarafindan (1987)
uygulanmistir. 16S rDNA geni ribozomlarin yap1 ve fonksiyonunda hayati rol oynayan 16S
rRNA molekiiliinii kodlar ve bu nedenle biitiin canli organizmalarda bulunur. Bununla
birlikte, hem biitlin organizmalarda bulunan yiiksek oranda korunmus 8 adet degismeyen
bolgeye, hem de 9 adet benzersiz ve degisken bolgeye sahiptir (Gray vd., 1984). Bu
degisken bolgeler organizmalarin filogenetik iliskilerini belirlemede siklikla kullanilir. 16S
rDNA dizilerine uygun olarak dizayn edilen primerler kullanilarak polimeraz zincir
reaksiyonu ile 16S rDNA bolgeleri ¢ogaltilmistir. PCR ile g¢ogaltilan 16S rDNA baz

dizilerinin karsilastirilmasi ile tiirler arasindaki akrabalik dereceleri belirlenebilmektedir.
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Stackebrandt ve Goebel (1994) tarafindan yapilan bir ¢alismada; 16S rRNA baz dizileri

%97°den daha az benzerlik gdsteren suslarin, farkl tiirlere ait oldugu ortaya konmustur.

1.6.3.2. 16S-23S rRNA Genleri Arasindaki “Spacer” Bolgeler

16S-23S rRNA genleri arasinda bulunan “spacer” bolgeler bakterileri cins, tiir ve alt
tlr seviyesinde tanimlamada siklikla kullanilan araglardandir. Bu bélgeler uzunlugu ve baz
dizilimi bakimindan tiirler arasinda yiiksek oranda cesitlilik gosterir (Jensen vd., 1993).

Ribozomal RNA genleri bakterilerde, rRNA operonu (rrn) tUzerinde 16S, 23S ve 5S
rRNA siras1 ile bulunurlar. 16S-23S genleri ve 23S-5S genleri arasinda intergenik
kopyalanan “spacer” bolgeler bulunur. Bu bolgeler sirasi ile ITS 1 ve ITS 2 adini alir. ITS
1 bolgesi, tRNA genlerini (tRNACY veya tRNAA? veya her ikisi birden) ve rrn’in
transkripsiyonunu diizenleyen ve yoneten bolgeleri igerir. rTRNA operonlarinin sayisi
bakterilerde 1-10 arasinda degisiklik gdsterir. Bu operonlarin uzunlugu ve baz dizilimi ayn1
genom lizerindeki farkli bolgelerde degisiklik gosterdigi gibi farkli tiirler arasinda da
farkliliklar gosterir (Condon vd., 1995; Giirtler, 1996; Naimi vd., 1997; Iteman vd., 2000).
Organizmada fonksiyonel olan tRNA dizileri iyi bir sekilde korunurken, herhangi bir
fonksiyona sahip olmayan dizilerde siirekli degisiklikler meydana gelmektedir. Bu nedenle
fonksiyonel olmayan boélgeler yakin iligkili tiirler arasinda dahi yiiksek farkliliklar
gostermektedir (Nguimbi vd., 2003).

1.6.3.3. 16S rDNA’nin Restriksiyon Analizi (ARDRA)

Restriksiyon enzimleri (Restriksiyon endoniikleazlar) DNA’y1 spesifik bolgelerden
tantyarak kesen enzimlerdir (Dowling vd., 1990). Bu enzimler yardimiyla, PCR ile
cogaltilan 16S rDNA geni belirli bolgelerden kesilerek cift zincirli parcaciklar elde edilir.
Biyokimyasal 6zelliklerine gore restriksiyon enzimleri Tip I, Tip I, Tip Il ve Tip IV
olmak tizere dort farkli gruba ayrilir. Genomik DNA analizleri ve genetik miithendisliginde
genellikle Tip II endoniikleazlar kullanilmaktadir. Tipik bir restriksiyon bolgesi genellikle
4-6 baz ¢iftinden olusur. Bazi DNA molekiilleri belirli bir enzim i¢in ¢ok sayida
restriksiyon bolgesi igerirken bazilar1 bu bolgeleri tagimaz. 16S rDNA restriksiyon

enzimleri ile kesildiginde, restriksiyon bolgelerinin birbirine olan uzakligina bagli olarak
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farkli uzunlukta DNA pargalari olusur. Restriksiyon enzimleri ile kesim sonucu elde edilen
fragmentler kullanilarak “DNA parmak izleri” olusturulur. Bu parmak izlerinin

karsilagtirilmas1 sonucunda tiir igerisindeki benzer gruplar ortaya c¢ikarilabilmektedir

(Palleroni, 1993).

1.6.3.4. PCR’a Dayah Yontemler

PCR teknigi 1985 yilinda Kerry B. Mullis tarafindan gelistirilmistir. Bu teknik basit
ve olduk¢a verimli olmasi nedeniyle bir¢cok filogenetik yontemin temel tasini
olusturmustur (Giovannoni, 1991). PCR ile olusturulan parmak izleri bakteriler arasindaki
filogenetik iligkinin belirlenmesinde ve genetik cesitliligin ortaya ¢ikarilmasinda siklikla

kullanilmaktadir.

1.6.3.4.1. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD)

Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA teknigi, PCR teknikleri igerisinde en basit
olamdir. Ilk olarak Williams ve arkadaslar1 (1990) tarafindan insan DNA Ornekleri
tizerinde c¢alisilirken kullanilmistir. Bu teknikte genom {izerinde rastgele bolgeler PCR
teknigi ile ¢ogaltilir. 10 baz c¢iftlik spesifik olmayan primerler genomik DNA iizerinde
rastgele bolgelere baglanir. PCR sonucunda genomik DNA’dan farkli uzunluklara sahip
3-10 arasinda farklt DNA pargalari iiretilir (Wolfe ve Liston, 1998; Andersen, 2000). Eger
primerin baglanma bdlgesinde bir mutasyon meydana gelmisse RAPD sonucunda elde
edilen fragmentlerin uzunlugu da farkli olacaktir. Bu nedenle genomik varyasyonlari
6lgmek icin RAPD analizleri basit ve giivenilir bir metod saglar.

RAPD tekniginin diger genetik analiz yontemlerine gére bir¢ok avantaji vardir.
Bunlardan bazilar1 genel primerlerin kullanilmasi, prob izolasyonu gibi 6n c¢alismalarin
veya niikleotid dizin analizinin gerekmemesidir (Williams vd., 1990). Kolaylig1 ve sadeligi
nedeniyle bu teknik gen haritalarinin olugturulmasi, DNA parmak izi analizleri ve

populasyon genetiginde yaygin olarak kullanilir.
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1.6.3.4.2. Tekrarlanan Dizilere Dayali PCR (Rep-PCR)

Gram negatif bakterilerin ¢ogunda ve birgok gram pozitif bakteride, genom uzerinde
cok sayida kopyast bulunan, yiiksek oranda korunmus, tekrarlanan diziler dogal olarak
bulunur. Rep-PCR tekniginde bu tekrarlanan bdlgelere uygun primerler hazirlanarak
DNA’nin ¢ogaltilmasi amaglanir (Lupski ve Weinstock, 1992). Genom Uzerinde bulunan
tekrar diziler ti¢ sinifa ayrilir. Bunlar: 35-40 bg¢’lik tekrarlanan “ekstrajenik palindromik”
(REP) diziler, 124-127 b¢’lik enterobakteriyal tekrarlanan “interjenik” korunmus (ERIC)
diziler ve 154 b¢’lik BOX elementleridir (Versalovic vd., 1994). Bu diziler genom
Uzerinde farkli interjenik bolgelerde bulunurlar ve her iki oryantasyonda da bulunabilirler.
Oligoniikleotid primerler PCR sirasinda REP ve ERIC bdlgelerinin ters ¢evrilmis
dizilerinin dis kismindan ve BOX bolgesinin boxA alt iinitesinden PCR’1 baslatirlar. Bu
primerlerin kullanimiyla REP, ERIC ve BOX elementleri arasinda bulunan farkli genomik
bolgelerin  ¢ogaltilmas: saglanir. Cogaltilmis DNA pargaciklart jelde yiiriitiilerek
organizmaya ait rep-PCR genomik parmak izi profili elde edilir (Versalovic vd., 1994).
Rep-PCR teknigi ile bakterilerden elde edilen genomik DNA parmak izleri cins, tiir ve alt
tir seviyesinde farkliliklarin ortaya c¢ikarilmasini saglar. Bu teknik farkliliklarin
belirlenmesinin yani sira bakterilerin tanimlanmasi ve smiflandirilmasinda da yaygin
olarak kullanilan bir metoddur (Van Berkum vd., 1994; Louws vd., 1996; Versalovic vd.,
1996).

1.6.3.4.3. Cogaltilmus Parca Uzunluk Polimorfizmi (AFLP)

Cogaltilmis parca uzunluk polimorfizmi (AFLP), restriksiyon enzimleri ile kesilmis
DNA parcaciklarinin rastgele cogaltilmasi ile yiiksek cesitlilige sahip DNA profillerinin
olusumunu saglar (Vos vd., 1995). Bu teknik ¢ok sayida DNA isaret¢i bolgeleri iceren gen
haritalarinin olusturulmasinda siklikla kullanilir. Bu yontemde bakteri DNA’s1 iki farkli
restriksiyon enzimiyle kesilir ve olusan parcaciklar spesifik adaptorlere baglanir. Bu
spesifik adaptorler hem restriksiyon enzimlerinin kesim bolgelerini hem de PCR
primerlerinin baglanacagi bolgeleri igerirler. Restriksiyon dizilerine ve adaptore baglanma
yetenegindeki primerler kullanilarak DNA parcaciklart ¢ogaltilir. Bununla beraber, biitiin
restriksiyon pargaciklar ¢cogaltilmaz ¢iinkii AFLP primerleri 3’ ucunda segici nukleotidler

igerirler. Bu secici dizilere sahip primerler genomik restriksiyon parcalarinin sadece bir
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altkiimesinin ¢ogaltilmasini saglarlar (Lin vd., 1996; Janssen vd., 1996). AFLP sonucu
olusturulan parmak izleri yiiksek polimorfizm gosterdigi i¢in ayni tiire ait suslar arasindaki

farklilig1 belirlemede olduk¢a 6nemlidir (Rademaker vd., 2000; Duim vd., 2001).

1.7. Biyoli¢ islemlerinde Ticari Oneme Sahip Mikroorganizmalar

Uzun yillar boyunca Acidithiobacillus ferrooxidans’in, biyoli¢ islemlerinde en
onemli roli oynayan mikroorganizma oldugu disiiniilmekteydi. Molekiiler biyoloji
tekniklerindeki ilerlemelerden sonra ¢ok sayida asidofilik mikroorganizmanin bu islemi
yapabildigi belirlenmistir (Tablo 2). Asidik ortamlarda en iyi bilinen mikroorganizma A.
ferrooxidans olmasina ragmen, bu organizmanin dominant oldugu diisiiniilmemelidir. Ozel
cevresel kosullarda Leptospirillum sp. daha yaygin olarak bulunabilmektedir (Sand, 1992;
Schrenk vd., 1998).

1.7.1. Acidithiobacillus

Bu cinse ait olan bakteriler dnceleri Thiobacillus olarak isimlendirilmekteydi. 16S
rRNA dizin analizleri sonucunda Thiobacillus cinsinin, Proteobakterilerin a-, B-, ve y- alt
gruplarinda yer alan siilfiir-oksitleyici bakterileri igerdigi belirlenmistir. Bu anormalligi
¢ozmek icin  Thiobacillus cinsi bolinmiis ve yiiksek asidofilik organizmalar,
Acidithiobacillus cinsi igerisine aktarilmistir (Kelly ve Wood, 2000). Giiniimiizde bu cinse
ait 6 tiir bulunmaktadir. Bunlar; A. thiooxidans (Waksman ve Joffe, 1922; Kelly ve Wood,
2000), A. albertensis (Bryant vd., 1988; Kelly ve Wood, 2000), A. caldus (Hallberg ve
Lindstrom, 1995; Kelly ve Wood 2000), A. ferrooxidans (Temple ve Colmer, 1951; Kelly
ve Wood, 2000), A. ferrivorans (Hallberg vd., 2010) ve A. ferridurans (Hedrich ve
Johnson, 2013)’dir. Bu bakteriler bir¢cok asidik ortamda gelisme gosterebilmektedirler.

A. ferrooxidans

Mineralleri oksitledigi kesfedilen ilk bakteri A. ferrooxidans’tir (Colmer ve Hinkel,
1947). GC molar konsantrasyonu %57-59 arasindadir (Harrison, 1982). Tipik A.
ferrooxidans izolatlar1 zorunlu ototroftur. Cubuk seklinde olan bu bakteri genelde tek tek

ya da ¢ift halinde bulunur. Spor olusturmaz, gram negatif ve hareketlidir (Murr, 1980;
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Leduc ve Ferroni, 1994; Horan, 1999). Karbon kaynagi olarak CO> kullanilir, Fe(ll) ve
S°/S oksitlenir. Nitrojen kaynagi olarak amonyum kullanilir. A. ferrooxidans aerobik bir
mikroorganizma olarak tanimlanmasina ragmen, elemental siilfiir veya metal siilfurlerin
bulundugu ortamlarda, Fe(lll)’i elektron alicisi olarak kullanmak suretiyle oksijensiz
olarak da buyuyebilmektedir (Pronk vd., 1992; Donati vd., 1997).

Biyo-madencilikte yillarca 40 °C ve altindaki sicakliklarda kullanilan en Gnemli
mikroorganizma A. ferrooxidans olmustur. Gunimizde disikk pH, yiiksek sicaklik ve
yuksek Fe(lll) konsantrasyonlarinda A. ferrooxidans’in baskin olmadigi anlasilmistir
(Rawlings vd., 1999). Yine de, Fe(Il) konsantrasyonunun yiiksek oldugu (> 5 g/l) uranyum
ve bakir oksit/siilfit li¢ ortamlarinda A. ferrooxidans dominant organizma olabilmektedir
(Pizarro vd., 1996). A. ferrooxidans diger biyoli¢ bakterilerine gore nispeten daha hizh
biylyebilmektedir ve genellikle 20-35 °C arasindaki sicakliklarda rahatlikla gelisme
gosterir. Fe(11)’nin Fe(Ill)’den daha fazla konsantrasyona sahip oldugu pH:1,8-2,0 arasinda
optimum gelismeyi gosterir. Optimal pH disinda gelismeye de adapte olabilmektedir
(Vian, 1986). Cesitli metal iyonlarinin ¢6ziinmiis formlar1 bir¢ok bakterinin gelisimini
inhibe ederken A. ferrooxidans metal iyonlarina yiiksek oranda tolerans gosterir (Leduc ve
Ferroni, 1994; Rawlings, 2002).

Bu calismada asidik ortamlarda en yogun olarak bulunan ve laboratuvar ortaminda

kiltivasyonu oldukca kolay olan A. ferrooxidans tizerinde galisilacaktir.

A. thiooxidans

A. thiooxidans beslenme acgisindan A. ferrooxidans’a oldukca benzerlik gosterir
ancak Fe(Il)’yi oksitleme yetenegi yoktur. Bu nedenle sadece indirgenmis siilfiir
bilesiklerinin bulundugu ortamlarda gelisme gosterir. Mezofiliktir ve gelisme sicakligi
ortalama 35 °C ile smirhdir fakat asit tolerans1 daha yiiksektir (pH:0,5-5,5). GC molar

konsantrasyonu %53 tur (Harrison, 1982).
A. caldus
A. caldus, indirgenmis siilfiirlii bilesikleri oksitlemesi ve diisiik pH degerlerine

tolerans gostermesi bakimindan A. thiooxidas’a benzer (Hallberg ve Lindsrom, 1994). A.

thiooxidas’tan farkli olan yonii orta derecede termofilik olmasidir, optimum biiyiime
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sicakligl ortalama 45 °C’dir. 16S rRNA dizileri bakimindan A. thiooxidans’a oldukga
yakindir. 35-50 °C’de gergeklestirilen biyoli¢ islemlerinde dominant siilfiir-oksitleyici
mikroorganizmanin A. caldus oldugu belirlenmistir (Rawlings vd., 1999). A. caldus’un
bazi suslar1 A. thiooxidas’tan farkli olarak miksotrofik olarak yasayabilir ve maya veya

glukozu besin kaynagi olarak kullanir (Rawlings, 2002).

1.7.2. Leptospirillum

Acidithiobacillus cinsine benzer sekilde gram negatif, spor olusturmayan,
kemolitotrofik ve yiiksek asit toleransina sahip (pH: 1,3-4,0) bakterilerdir. Ancak diger
ozellikleri bakimindan farklilik gosterirler (Johnson, 2001). Virgiil veya spiral sekilli olan
bu bakteriler 16S rRNA dizin analizine gére Nitrospira grubuna dahildirler. Mezofilik ya
da 1liml1 termofilik olan bu cinsin baz tiirleri 55 °C’ye kadar tolerans gosterebilmektedir.
Elektron kaynagi olarak sadece Fe(Il)’yi kullanirlar ve A. ferooxidans’la
karsilagtirildiginda daha yiiksek Fe(Ill) toleransina sahiptir. Asidik ortamlarda
Acidithiobacillus kadar yaygin bulunabilmektedir, ancak yavas biiylidiigiinden
dezavantajlidir. Yiiksek sicakliga sahip ortamlarda Acidithiobacillus cinsine gore daha iyi
gelisim gosterir (Norris, 1989). Gliniimiizde bu cinse ait {i¢ tiir bulunmaktadir. Bunlar: L.
ferrooxidans (Markosyan 1972; Hippe 2000); L .ferriphilum (Coram ve Rawlings, 2002)
ve L. thermoferrooxidans (Hippe, 2000)’dur.

1.7.3. Acidiphilium

Bir tiir disinda Acidiphilium cinsine ait olan bakteriler asit tolerant ve gram negatiftir.
Demir ve siilfiir oksitleyici ototroflardan farkli olarak heterotrofturlar. Biyoli¢ ortamlarinda
birincil olarak bulunan organizmalar degillerdir (Hallberg ve Johnson, 2001). Genellikle A.
ferrooxidas gibi demir ve sulfur oksitleyici bakteriler ile birlikte bulunurlar ve bu
bakterilerin islevleri sonucunda aciga c¢ikan organik bilesikleri tiiketirler. Laboratuvar
ortaminda, kat1 besiyerinde Acidithiobacillus tiirlerinin yetistirilebilmesi i¢in detoksifiye
edici ajan olarak kullanilirlar (Johnson ve McGinness, 1991; Johnson, 1995). Bir diger

onemli ozellikleri de oksijen konsantrasyonunun az oldugu ortamlarda Fe(lll)’l elektron
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alicis1 olarak kullanmalar1 ve boylece Acidithiobacillus turleri igin Fe(Il) olusturmalaridir
(Rawlings, 2002).

1.7.4. Biyoli¢ isleminde Kullanilan Diger Mikroorganizmalar

Sulfobacillus Thmli termofilik (40-60 °C) olan bu bakteriler gram pozitiftir ve
endospor olusturma yetenegine sahiptir. Ototrof veya heterotrof olarak gelisim gosterirler
ve ototrof gelistiklerinde elektron kaynagi olarak Fe(Il)’yi kullanirlar (Golovacheva ve
Karavaiko, 1979; Norris vd., 1996). Yiiksek sicakliklardaki biyoli¢ islemlerinde,
Sulfobacillus tirleri kullanilabilmektedir (Bridge ve Johnson, 2000).

Ferroplasma: Bu organizmalar arke grubuna dahildir ve hiicre duvarlar1 yoktur.
Fe(Il)’yi oksitleyebilir ancak siilfiir oksidasyonuna rastlanmamistir. Optimum gelisme
sicakligi 33 °C olmakla beraber 45 °C’ye kadar gelisme gosterebilir. Optimum pH 1,7
civarindadir. Bununla beraber, biyoreaktorlerde pH degeri azaldiginda (pH 0,5) diger

bakterilere oranla sayilarinda artis goriiliir (Edwards vd., 2000).

Sulfolobus: Zorunlu ototrof olan ve arke grubuna dahil olan bu mikroorganizma
enerji kaynagi olarak Fe(II), indirgenmis inorganik stilfiir bilesikleri ve siilfiirlii mineralleri
kullanir. S. metallicus termofiliktir (optimum 68 °C) ve optimum pH aralig1 1,3-1,7°dir.
(Norris, 1997). Son yillarda 80-85 °C’de mineral oksitleme 6zelligi gosteren Sulfolobus

benzeri mikroorganizmalara rastlanmistir (Norris vd., 2000).

Metallosphaera: Arke grubundaki bu organizmalar oksijenli ortamda demir ve stlfur
oksitleyen kemolitotroflardir. Ayn1 zamanda maya veya bazi amino asitlerin bulundugu
ortamlarda da buyuyebilirler. pH 1,0-4,5 arasinda ve 80-85 °C sicaklikta oksitleme
faaliyeti gosterebilmektedirler. Yiiksek sicaklikta g¢aligsabilmelerinden dolay: kalkopirit
liginde en etkili mikroorganizmadir (Norris, 1997).

Acidianus: Mineral oksitleme 6zelligine sahip tiirleri bulunmasina ragmen, bu arke
grubu mikroorganizmalar Sulfolobus ve Metallosphaera kadar ticari 6neme sahip degildir.

Optimum sicakligi 70 °C ve optimum pH: 1,5-2,0 civarindadir (Segerer, 1986).
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Tablo 2. Asidofilik bakteriler ve arkeler (Brandl, 2001)

Domain Organizma Beslenme tipi Temel lig maddesi | pH arahgi | Sicaklik (°C)
Acidianus Fakilt. hetreotrof Sulfirik asit
ambivalens
Acidianus Fakilt. hetreotrof Sulfirik asit Asidofil 45-75
brierleyi
Acidianus Fakiilt. hetreotrof Sulfirik asit
infernus
Ferroplasma Kemolitoototrof Fe(l11) 1,3-2,2 15-45
acidiphilum
Metallosphaera Kemolitoototrof Fe(l1l), sulfurik
prunae asit
Metallosphaera Kemolitoototrof Fe(l1l), sulfurik asidofil Ekstrem
sedula asit termofil
Picrophilus Heterotrof Ilimh termofil
oshimae
Picrophilus Hetreotrof Ilimhi termofil
torridus
Sulfolobus Kemolitoototrof Fe(l1l), sulfurik 0,9-5,8 55-85
acidocaldarius asit
Sulfolobus Kemolitoototrof Fe(I1l), sulfurik Ekstrem
ambivalens asit termofil
Sulfolobus Kemolitoototrof Fe(I1l), sulfurik Ekstrem
brierleyi asit termofil
Sulfolobus Kemolitoototrof
hakonensis
Sulfolobus Kemolitoototrof Ekstrem
metallicus termofil
Sulfolobus Kemolitoototrof Fe(l1l), sulfurik Ekstrem
solfataricus asit termofil
Sulfurococcus Miksotrof Fe(l1l), sulfarik asidofil Ekstrem
mirabilis asit termofil
Sulfurococcus Miksotrof Fe(l1l), sulfurik
yellowstonensis asit
Thermoplasma Ilimhi termofil
o acidophilum
< Thermoplasma Heterotrof Ilimh termofil
< volcanicum
Acidimicrobium Mezofil
ferrooxidans
Acidiphilium
= angustum
% Acidiphilium Heterotrof Organik asitler 2,0-6,0 Mezofil
m cryptum
Acidobacterium Kemoorganotrof 3,0-6,0 Mezofil
capsulatum
Acidocella sp. Heterotrof Mezofil
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Tablo 2’nin devami

Domain Organizma Beslenme tipi Temel lic maddesi | pH arahg | Sicakhk (°C)
Acidomonas Heterotrof Mezofil
methanolica
Leptospirillum Kemolitoototrof Fe(l11) 30
ferrooxidans
Leptospirillum Kemolitoototrof Fe(l111) 45-50
thermoferrooxida
ns
Sulfobacillus Kemolitoototrof Fe(l1l), sulfurik Estrem 50
thermosulfidooxid asit asidofil
ans
Acidiphilum Miksotrof Siilfurik asit 1,5-6,0 25-30
acidophilum
Acidithiobacillus | Kemolitoototrof Silfirik asit 2,0-4,5 28-30
albertensis
Acidithiobacillus | Kemolitoototrof Silfirik asit 45
caldus
Thiobacillus Kemolitoototrof Silfirik asit 5,0-7,0 30
denitrificans
Acidithiobacillus | Kemolitoototrof Fe(l1l), sulfurik 1,4-6,0 28-35
ferrooxidans asit
Thermothiobacill | Kemolitoototrof Silfurik asit
us tepidarius
Acidithiobacillus Kemolitoototrof Silfurik asit 0,5-6,0 10-37
thiooxidans

_ Thiobacillus Kemolitoototrof Silfurik asit 4,5-10,0 11-25

ko thioparus

< Thiomonas Fakiilt.heterotrof Sulfirik asit 30-36

o cuprinus

1.8. Demir Oksidasyonunun Mekanizmasi

Mikrobiyal demir redoks dongiisii, hidromorfik kayalarin ve sedimentlerin
jeokimyasinm1 degistirerek organik kisimlarin bozunmasini ve minerallerin ¢oziinerek
endiistride kullanilabilir hale getirilmesini sagladigi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle
Fe(Il)-oksitleyici mikroorganizmalarin biyokimyasi iizerinde ¢ok ¢esitli arastirmalar
yapilmis ve belirli mekanizmalar ileri siiriilmiistiir. Bu mekanizmada goérevli olan enzimler
cinse gore farklilik gostermekle beraber aymi cinsin tiirleri igerisinde de farkliliklar
gosterebilmektedir.

Demir, siilfiir ve indirgenmis inorganik siilfiir bilesiklerini (RISC- reduced inorganic
sulfur compounds) oksitleyen mikroorganizmalarin ¢ogunlukla Acidithiobacillus cinsinin
tiyeleri oldugu diisiiniilmektedir. Bu alanda en ¢ok ¢alisilan bakteri de A. ferooxidans’tir.
Fe(l1)- oksitleyici asidithiobasili iiyeleri heterojen bir grup olusturur. Ornegin son yillarda

yapilan bir ¢alismada, farkli bolgelerden elde edilen 12 izolatin A. ferrooxidans turiine ait
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oldugu belirlenmis ve bu tiirlerin genomik diizeyde oldukga farkli oldugu goriilmiistiir
(Luo vd, 2009). Genetik cesitlilige ek olarak, hareketlilik, optimum pH ve sicaklik gibi
cesitli fenotipik farkliliklar da goriilmektedir (Harrison, 1982; Kupka vd.,2007; Dave vd.,
2008; Ni vd., 2008; Hallberg vd., 2009, 2010).

Demir oksitleyici bakterilerin en 6nemli farkliliklarindan biri de Fe(ll) ve RISC
oksitleme mekanizmalaridir. Farkli suslar arasinda c¢ok farkli Fe(Il) oksitleme oranlari
gorulmektedir (Suzuki vd., 1990). Baz tiirler substrata bagli olmaksizin Fe(ll)’yi hemen
oksitleyebilirken, bazi tiirler enerji kaynagi olarak ortamda sadece Fe(ll) varsa
oksidasyonu gergeklestirebilir (Suzuki vd., 1990). Bunun yaninda bazi tiirler Fe(ll) ve
stlfirii ayn1 anda oksitleyebilirken bazilar1 da dnce Fe(ll)’yi daha sonra sulfirl oksitler
(Suzuki vd.,1990; Yarzabal vd., 2004). Bu gozlemlere ek olarak oksidasyon yolundaki
enzimleri kodlayan genler arasinda da farklilik goriilmektedir. Ornegin, A. ferrooxidans’ta
bulunan yiksek potansiyelli demir-silfir proteini (HiPIP- High Potential Iron Sulfur
Protein), baz1 suslarda siilfiir oksidasyonunda gorev alirken diger bazi suslarda Fe(ll)’den
ilk elektron alicis1 olarak gorev yapar (Sekil 1) (Fukumori vd., 1988; Kusano vd., 1992;
Cavazza vd., 1995). Bu protein siilfiir oksidasyon mekanizmasinda bulundugunda Hip,
demir oksidasyon mekanizmasinda bulundugunda ise Iro (Iron-oxidizing/ demir
oksitleyici) adin1 alir. Bunun diginda oksidasyon isleminde gorev alan Rustisiyanin ve
Sitokrom proteinlerinin sayisi ve yapisi da tiirden tiire farklilik gosterebilmektedir.

Acidithiobacillus ferrooxidans en ¢ok calisilan biyoli¢ bakterilerinden bir tanesidir.
Ozellikle enerji metabolizmasi, biyoli¢ isleminden sorumlu mekanizma oldugu icin bu
metabolizmanin anlagilmasi lizerine ¢ok sayida arastirma yapilmistir. A. ferrooxidans’in
elektron taginim yolunda, Fe(Il)’den elektronun alinip son elektron alicis1 olan oksijene
iletilmesine kadar ¢esitli enzimler goérev yapmaktadir. Bu enzimler genel olarak; Fe(Il)’den
ilk elektronu alan bir demir oksidaz (Iro), bir sitokrom ¢, bir mavi bakir proteini olan
rustisiyanin ve son olarak da bir sitokrom oksidaz’dir (Amouric vd., 2011).

Farkli bir modele gore; ilk elektron alicis1 cyc2 geni tarafindan kodlanan bir sitokrom
c’dir. Bunu takiben fonksiyonu bilinmeyen bir protein yer alir, daha sonra rus geni
tarafindan kodlanan bir rustisiyanin, cycl geni tarafindan kodlanan bir sitokrom c4 ve son

olarak da elektronu oksijene ileten bir aas tip sitokrom oksidaz yer alir (Quatrini, 2009).



22

Fe(ll) Fe(lll)

Periplazma
—1 ~ Sitokrom ic
oksidaz
= W zar
£ _
02 HEO Sitoplazma

Sekil 1 A. ferrooxidans’ta RISC’ten oksijene kadar elektron
tasinimi

1.9. Demir Oksidaz (Iro) Proteini

Acidithiobacillus ferrooxidans bakterisinin demir oksidasyon mekanizmasini
anlamak icin bircok arastirma yapilmis ve cok c¢esitli redoks proteinlerinin varligi
belirlenmistir. Bu enzimlerden biri olan Iro (HiPIP) tanimlanarak klonlanmistir (Fukumori
vd., 1988; Kusano vd., 1992). Iro proteini, Fe(II)’den oksijene elektron taginim zincirinde
ilk elektron alicis1 olarak diistiniilmektedir.

Iro proteinini kodlayan iro geni, bakteri genomunda tek bir kopya halinde bulunur.
322 baz ciftlik bir agik okuma zincirinden olusan iro geni, 96 amino asitlik bir proteini
kodlar. Polipeptit dizisinde sinyal peptidinin bulunusu bu proteinin periplazmik oldugunu
kanitlar (Kusano, 1992). HiPIP proteinlerinin molekiiler yapis1 X-ray kristalografi ya da
NMR ile belirlenmistir. Karakterizasyonu yapilan bircok HiPIP monomerik bir yapiya
sahiptir.

MALDI-TOF analizleri, HiPIP ailesine dahil olan Iro proteininin holoprotein yapida
oldugunu gostermistir. Bu protein monomerlerine ayrildiginda aktif olan apoprotein
kisminin 6,5 kDa oldugu belirlenmistir. Proteinin aktif bolgesini olusturan apoprotein
kisminda [4Fe-4S] kiimesi bulunmaktadir (Zeng, 2007). [4Fe-4S] kiimesi, proteinin demir
molekiiliine baglanmasin1 saglayan yapidir ve genel olarak biitiin HiPIP proteinlerinde

bulunur (Yamanaka, 1991).
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1.9.1. [4Fe-4S] Kumesi

Demir-stlfir kimeleri (lron-sulfur cluster — ISC) yasamin erken dénemlerinde
olusmus antik yapilardir. En ilkel arkebakterilerde dahi ISC igeren ferredoksin proteinine
rastlanmaktadir. Siilfiir ve demir molekiillerinin oldukga farkli bir yapiya sahip olmalar
nedeni ile ISC’ye sahip proteinlerin yapis1 da olduk¢a karmasiktir ve ¢ok yiiksek
spesifiteye sahiptir. Dogada farkli ISC yapilar1 goriilebilmektedir (Sekil 2). En basit olarak
ferredoksin’de [Fe-0S] yapis1 goriilirken en kompleks yapilar [7Fe-8S] ve [8Fe-8S]
seklinde bakteriyel nitrogenazlarda bulunur. ISC proteinlerinin birincil fonksiyonu elektron
tasima olmakla beraber, katalitik fonksiyona da sahiptirler. Ayrica gen transkripsiyonunun
diizenlenmesinde, demir ve oksidasyon stresinde, DNA hasarlarinin taninmasinda ve
onarilmasinda da goérev yaparlar. (Brozska vd., 2006).

Demir ve siilfiir oksitleyici mikroorganizmalarda goriilen yap1 genellikle [4Fe-4S]
kiimesidir. Bu kiime tipik olarak kiibik bir yap1 gosterir. Demir ve siilfiir iyonlar1 kiip
seklinin kdselerinde yerlesim gosterir. Demir iyonlar sistein ligandlar ile baglanarak daha
kararli bir yap1 haline gelir. [4Fe-4S] kiimesi, diisiik potansiyelli (bakteri tipi) ve yiiksek
potansiyelli (HiPIP) olmak iizere iki gruba ayrilabilir. Yiiksek potansiyelli olanlarda
elektron tasima potansiyeli +50 ile +450 mV arasinda degiskenlik gosterir (Bian ve
Cowan, 1999).

[4Fe-4S] kiimesinin baglanma birimi yiiksek oranda korunmustur ve sistein amino
asitleri bakimindan zengindir. Genel olarak:

Cysl — Xaaz — Cysll — Xaa, — Cyslll — Xaan — CysIV

seklindedir. Bu yap1 ‘klasik [4Fe-4S] kiimesi baglanma motifi’ olarak isimlendirilir. [4Fe-
4S] kiimesi proteinin merkezine yerlesmistir ve etrafi aromatik amino asitlerle
cevrelenmistir (Sekil 3). Bu amino asitlerin proteinin kararliligin1 korumada gorevli oldugu
diistiniilmektedir (Breiter vd., 1991; Agarwal vd., 1995; lwagami vd., 1995).
Acidithiobacillus ferrooxidans Iro proteininde [4Fe-4S] kiimesi baglanma motifinin
varligi belirlenmistir. Burada sisteinler [4Fe-4S] kiimesine baglanmakla gorevlidir. Sistein
amino asitlerinin yerlesimi Cys20, Cys23, Cys32 ve Cys45 seklindedir (Zeng vd., 2010).
Sistein amino asitlerinin yani sira Tyr10 amino asidi de yiiksek oranda korunmustur

ve [4Fe-4S] kiimesinin kararliliginda gorev aldig diisiiniilmektedir. Phe26 ve Phe48 amino
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asitleri de Iro proteini icerisinde korunmus amino asitler olarak bulunur ve yine kararlilikta

onemli olduklar1 belirlenmistir (Zeng vd., 2010).
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Sekil 2. Dogada bulunan farkli demir-slfir kiimeleri.

1.10. Demir Oksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Demir oksidaz enziminin aktivitesini belirlemek i¢in genellikle ortamda azalan Fe(ll)
miktar1 ya da artan Fe(lll) miktar1 Olgiiliir. Bu 6lgtimler kolorimetrik olabilecegi gibi

spektrofotometrik olarak da gerceklestirilebilmektedir.
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Sekil 3. (A) A. ferrooxidans Iro proteininin genel yapisi, [4Fe-4S] kiimesi mor
renkli gosterilmistir. (B) [4Fe-4S] kiimesi baglanma kismini gosteren
molekiiler yap1 modeli (Zeng vd., 2008).

1.10.1. KMnOzs ile Analiz

Bu islemde ortamda bulunan Fe(ll) miktarimi1 belirlemek igin KMnOa kullanilir.
1mM KMnOyg siilfirik asit igerisinde ¢oziinerek hazirlanir ve titrasyon yontemiyle Fe(ll)
miktarinin Slgtilecegi tiip igerisine aktarilir. Titrasyonun bitis noktas1 hafif pembe rengin

olustugu noktadir (McGinness, 1991). Reaksiyon su sekilde gergeklesir:

Fe? — Fe + e

MnO4 + 8H" + 5e" — Mn*2 + 4H,0

1.10.2. a-phenanthrolin ile Analiz

1,10-phenanthrolin (a-phenanthrolin, phen) heterosiklik organik bir bilesiktir ve
bircok metal iyonu ile kuvvetli baglar olusturur. Bu bilesik Fe(Il) ile bir araya geldiginde
yogun kirmizi bir renk olusur. Bu renk degisimine bagli olarak ortamda artan veya azalan
Fe(I) miktar1 belirlenebilir (Sandell, 1944; Fortune, 1938). Reaksiyon su sekilde
gerceklesir:

3 phen + Fe*? — Fe(phen)s*?

Reaksiyonun agik formiille gosterimi Sekil 4’de goriilmektedir.
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Sekil 4. a-phenanthrolin ile Fe(Il) arasinda gergeklesen reaksiyon

1.10-phenanthrolin

1,10-phenanthrolin  ile  yapilan Ol¢iimler  spektrofotometrik  olarak  da
gergeklestirilebilir. Fe(Il) varli§inda olusan renk degisimi 400-600 nm arasinda 6l¢iiliir. En
iyi absorbans degeri 510-522 nm arasindadir. Beer yasasina bagli olarak standart grafik

olusturulmasi ile Fe(Il) konsantrasyonu kolaylikla tayin edilebilir.

1.10.3. EPR (Elektron Paramagnetik Rezonans) Spektroskopisi ile Olglim

EPR spektroskopisi eslesmemis elektronlara sahip molekiillerde, serbest
elektronlarin Sl¢iimiine dayanir. Bu islem icin 6zellesmis spektrofotometreler kullanilir. Ilk
olarak 1944 yilinda Zavoisky tarafindan uygulanan bu yontem, giiniimiizde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Fe(Il) molekiilii eslesmemis elektronlara sahip oldugu i¢in EPR spektra

vasitasi ile Olgiilebilmektedir.

1.11. Demir Oksidaz Proteini Uzerinde Yapilan Mutasyon Calismalar

Farkli kaynaklardan elde edilen HiPIP proteinlerinin dizilerinin karsilastirilmasi
sonucu Cys20, Cys23, Cys32 ve Cysd45 amino asitlerinin yliksek oranda korundugu
gozlenmistir (Sekil 5). HiPIP ailesindeki korunmus sisteinlerin [4Fe-4S] kimesini
olusturmada gorevli oldugu diistiniilmektedir (Benning vd., 1994; Banci vd., 1995; Kerfeld
vd., 1998; Nogi vd., 2000). Bunu dogrulamak i¢in Zeng ve arkadaslar1 (2008), A.
ferrooxidans Iro proteininde bulunan dort sistein amino asidini nokta mutasyonu ile

degistirmislerdir. Her bir sisteini degistirmek icin farkli primer setleri kullanilarak
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pHIPIP(C25A), pHIPIP(C28A), pHIPIP(C37A) ve pHIPIP(C50A) ekspresyon primerleri
olusturulmus ve sistein amino asitleri alanin amino asidine doniistliriilmistiir. Ayr1 ayri
meydana getirilen bu dért mutasyona sahip proteinler EPR spektroskopisi ile incelenmis ve
sonugta her bir mutantin aktivitesini kaybettigi gézlenmistir. Buna bagl olarak Cys20,
Cys23, Cys32 ve Cys45 amino asitlerinin, proteinin aktif bolgesinde [4Fe-4S] kimesini
olusturmakla goérevli oldugu dogrulanmistir (Zeng vd., 2008).

Sistein amino asitlerinin yaninda, baz1 aromatik amino asitlerin de Iro proteininde
korunmus oldugu bilinmektedir. Zeng (2008), bu aromatik amino asitlerden Tyr10, Phe26,
Trp44 ve Phe48’in protein fonksiyonunda énemli bir role sahip olup olmadigini belirlemek
icin yine nokta mutasyonlari yapmistir. Bu mutasyonlar sonucunda Tyr10’un, [4Fe-4S]
kiimesinin kararliliginin korunmasinda kritik bir role sahip oldugu belirlenmistir. Bu
aromatik grubun [4Fe-4S] kiimesini korumak i¢in hidrofobik bir bariyer olusturdugu
diistiniilmektedir. Nokta mutasyonu ¢alismalart sonucunda; Tyrl0, Phe26 ve Phe48’in
asidik sartlarda proteinin kararliligint korumak i¢in zorunlu oldugu, Trp44’in ise

kararlilikta herhangi bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir (Zeng vd., 2010).

1.12 Fuzyon Proteinler Vasitasi ile Ekspresyonun Artirilmasi

Bir proteinin yapisin1 ve fonksiyonunu anlamak icin, proteinin yliksek miktarda
ekspresyonunun saglanmasi olduk¢a onemlidir (Terpe, 2003; Smyth vd., 2003). Yapisal
analizler i¢in proteinleri yiiksek miktarda elde etmede en yogun olarak kullanilan metot,
klonlanmis genlerin E. coli hiicresi igerisinde ekspresyonudur. Bu yontemde siklikla
karsilagilan problemler, proteinlerin az miktarda ekspresyonu veya ¢6ziinmeyen inkliizyon
cisimciklerinin olusumudur. lgilenilen proteini bir fiizyon kuyruga takarak ekspresyonunu
saglamak, bu problemlerin iistesinden gelmek i¢in siklikla kullanilan bir yontemdir. Bu
yontemde ilgilenilen protein, konakgi bir proteine veya normal fonksiyon gésteren bir
proteine baglanir ve tek bir protein halinde sentezlenmesi saglanir. Daha sonra flizyon
proteini saflastirilir ve ardindan ya oldugu gibi kullanilir ya da kimyasal veya enzimatik
yolla iki protein birbirinden ayrilarak incelenir. Genellikle konakg1 protein hiicre i¢erisinde
yiiksek miktarda ekspresyonu saglanan, yiiksek oranda ¢oziinen, kararli olan ve

saflagtirilmasi kolay olan proteinlerden segilir (Ashima vd., 2005).
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HiP-23270  —-—AGNCPGTTPR AEWYTQPHPE- - —--—-—-- ~GR AT SVCANFT—-———A4P 3
HiP-33020  —-—AGNCPGTTPK AEW)YOPHPK-——mm—m—mm -GXDQCSVCANF [—————A4P 3
Iro —————— GSMPK AAVY YD TPE-——--————— ~GKDHC SVCAQF T—-———A4P 29
Rg = — QDK IDPKMWYQD SPE-——————— = DGRKCSTCVIFE—-————2P 30
Rt —— -G THASMRE AFNTOEVSKT-——-—————— AGENCANCAQF TRPGAS—ASAL 38
C.v SAPANAVAADDATATALEYMADATE SERVAAARPGLPPEEQHC ANCQFMQADAAGATDEW 60
It LAPANAVTADDP TATAT EYNODATE SERVALARPCL PPEEQHC ANCQEMQANVE—EGDW 58
C.p ~VPANAVIE SDP AAVALK YHRD AAS SERVAAARPGLPPEEQHCENCQFWNFD SA—ASDW 57
.5 ¥] - HE .

HiP-23270 KCCRVVAG—-PVAPDCYCTAF TPIPA—- 68
HiP-33020 ECCEVVAG--FVAPDGYC TAF TPMPL—- &8

Iro HSCEVVAG——NISFNGWCVAFVPESA—- 63

E.g SSCRIVAG——EISPNGW. IATAPMEDEEG 5T

R.t GACKVIPGDSQIQPTGTCDATIVEE-——- 63

Cew KGOQLFPC-ELINVHGUWC ASWTLEAG—- 85

T.t EGCQLFPG-KLINVNGWC ASWTLEAG—— &3

C.p KGCQLFPG-KLINLSGWCASYTLRAG—- 82
t L L 4% NS

Sekil 5. A. ferrooxidans ve diger HiPIP proteinlerinin dizi benzerlikleri. Hip-23270:
A. ferrooxidans 23270 HiPIP proteini; Hip-33020: A. ferrooxidans 33020
HiPIP proteini; Iro: A. ferrooxidans Fe-l Iro proteini; R.g: Rhodopila
globiformis HiPIP proteini; R.t: Rhodocyclus tenuis HiPIP proteini; C.v:
Chromatium vinosum HiPIP proteini; T.t: Thermochromatium tepidum
HiPIP proteini; C.p: Chromatium purpuratum HiPIP proteini.* ile isaretli
amino asitler tiim tiirlerde korunmustur. Sadece bazi tiirlerde korunmus
olanlar : ile isaretlenmistir. Korunmus sisteinler kirmizi ile isaretlenmistir
(Zeng vd., 2008).

Fiizyon olusturmak i¢in yaygin olarak kullanilan proteinlerden bazilar1 E. coli maltoz
baglanma proteini (MBP) (Guan vd., 1988), Schistosoma japonicum Glutatyon S-
Transferaz proteini (GST) (Smith ve Johnson, 1988) ve histidin affinite kuyrugudur
(Hochuli vd., 1987). Son yillarda Harrison ve arkadaslar1 E. coli’de bulunan 4000 proteinin
coziinebilirliklerini incelemislerdir. Sonugta NusA, BFR ve GrpE proteinlerinin en yiiksek
¢ozinirlige sahip olduklarini bulmuslardir (Davis vd., 1999). NusA geninin NusA-hIL3
flizyonunun ise ¢ok daha yiiksek c¢oziinilirlik gosterdigini saptamislardir. Farkh
kaynaklardan elde edilebilecek olan ve yliksek ¢oziiniirlilk gosteren bagka proteinlerin de
varlig1 bilinmektedir. Ornegin sigan sitokrom b5 proteininin demir-baglayict domaini %95
oraninda ¢oziniirliik géstermektedir (Davis vd., 1999). Bu protein E. coli igerisinde yiksek
ekspresyon oranina sahiptir ve iyi bir flizyon proteini olmak icin gerekli sartlar1 tagir

(Asima, 2005).
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1.12.1 Fiizyon Proteininin Sahip Olmas1 Gereken Ozellikler

Son yillarda molekiiler biyoloji ¢caligmalarinda, saflagtirilabilme orani yiiksek olan ve
kolaylikla karakterize edilebilen rekombinant proteinlerin olusturulmasi oldukc¢a Gnem
kazanmigtir. Giliniimiizde rekombinant proteinlerin {iretilebilmesi icin ¢esitli epitop
peptitler veya proteinler gelistirilmistir. Bu sistemlerin ortak o6zellikleri: (I) kolaylikla
saflagtirilabilmesi, (IT) ilgilenilen proteinin tersiyer yapisina ve kararliligina minimal etKi
gostermesi, (III) dogal proteini elde etmek i¢in kolaylikla ayristirilabilmesi ve (IV) farkli
proteinlere uygulanabilmesidir (Terpe, 2003).

Genis capta kullanilabilecek rekombinant proteinlerin iiretilebilmesi icin farkli
stratejiler gelistirilmistir. Bunlardan bir tanesi, proteinin yapisina katilmayacak ¢ok kiiciik
peptitlerin kullanimidir. Yaygin olarak kullanilan kiigiik peptitler poly-Arg, FLAG-, poly-
His, c-myc, S- ve Strep Il-tag’dir. Bazi uygulamalarda bu kiigiik peptitlerin
uzaklastirilmas1 gerekmez. Kiiglik peptitlerin tersiyer yapiya ve aktiviteye etkisi,
bulundugu yere ve amino asit igerigine baghidir (Bucher vd., 2002). Diger bir yaklasim
flizyon partner olarak biiyiik peptitlerin veya proteinlerin kullanimidir. Bu tip proteinlerin
kullanim1 hedef proteinin ¢oziiniirliigiinii artirir. Biiyiik protein kullaniminin dezavantaji,
farkli yollarla uzaklastrilmasinin gerekmesidir. Genellikle belirli bir proteinin fiizyon
sistemini belirlemek olduk¢a zordur. Hedef proteinin yapisi, ekspresyon sistemi ve
saflagtirilan proteinin kullanim alani, flizyon sistemini belirlemede dikkate alinan

hususlardir (Terpe, 2003).

1.12.2. Fiizyon Proteini Olusturma

Bir fiizyon protein sistemi, spesifik primerler kullanilarak olusturulur. Sistemde
kullanilacak konake¢1 protein yukarida sozii edilen 6zellikler dikkate alinarak belirlenir.
Daha sonra bu proteini sentezleyen genin 3’ ucuna ilgilenilen proteini ekleyebilmek igin
restriksiyon endoniikleaz kesim bolgesi eklenir. Ayn1 kesim bdlgesi ilgilenilen proteini
sentezleyen genin 5’ ucuna da eklenir ve bu kesim bolgelerinin {ist iiste gelmesi saglanir.
Ekspresyondan sonra iki proteinin kolaylikla birbirinden ayrilabilmesi i¢in de konakg1
genin 3’ ucuna spesifik proteaz dizisi eklenmelidir. Yaygin olarak kullanilan proteazlar
enterokinaz, Tev proteaz ve Faktor Xa’dir. Ashima ve arkadaslariin (2005) yaptigi bir

caligmada, fiizyon proteini olusturmak i¢in kullandiklari ileri ve geri primerleri;
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Ileri: 5-AAACCGTCCGAAACTCTGGGTATCGAAGGACGTGGTGGATCCATGATGCAACAT-3’
Geri:  5-ATGTTGCATCATGGATCCACCCAGTCCTTCGATACCCAGAGTTTCGGACCGGTT-3’

seklindedir. Burada GGATCC dizileri BamHI restriksiyon enzimi kesim bolgesini;
ATCGAAGGACGT dizileri ise Faktor Xa enzimi kesim bdlgesini ifade eder. Bu diziler,
konakg1 proteini sentezleyen genin 3’ ucuna eklendikten sonra, ilgilenilen gen 5” ucunda
bulunan BamHI kesim bdlgesinden kesilerek konak protein genine eklenir ve sentezi
saglanir. E. coli konak hiicresinde ekspresyon islemi gergeklestirildikten sonra, fiizyon
protein saflastirilir ve Faktor Xa enzimi ile kesilerek ilgilenilen protein saf halde elde edilir
(Ashima vd., 2005).

1.13. Calismanin Amaci

Bu calismanin amaci farkli asidik kaynaklardan ornek temin edilerek, biyolig
isleminde en yogun olarak kullanilan Acidithiobacillus ferrooxidans bakterisini bulmaktir.
Bu amagla Giresun, Artvin ve Gilimiishane’de bulunana asidik su kaynaklarindan 6rnek
temin edilecektir. A. ferrooxidans’in izole edilip tanimlanmasindan sonraki amag, sahip
oldugu demir oksidaz enziminin in vitro kosullarda klonlanarak ekspres edilmesini
saglamaktir.

Demir oksidaz enziminin ekspresyonu saglandiktan sonra biyokimyasal
karakterizasyonu gerceklestirilecektir. Ardindan demir oksidaz enzimini daha kararli hale
getirmek amact ile korunmus amino asitler lizerinde mutasyonlar yapilacaktir. Bu amag
icin bolge 6zgiin mutasyon yontemi kullanilacaktir. Olusturulan mutant enzimlerin de

biyokimyasal karakterizasyonu yapilacak ve yaban tip demir oksidaz ile karsilastirilacaktir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Besiyeri, Kimyasallar ve Vektorler

Sodyum Klorir (Merck K39486504), Ethilenediaminetetraacetic acid (EDTA)
(Merck K90262021), Demir (Il) sulfat (Merck 1-03965), Magnezyum sulfat (Merck
105886), Potasyum hidrojen fosfat (Merck A567300), Potasyum hidrojen phthalate (Merck
102400), Amonyum silfat (Merck 01217), Coomasie brillant blue-R 250 (Merck 1-12553),
Amonyum asetat (Merck A0394816 224), KMnO4 (Merck 105082), Tripton (Oxoid
LP0042), Yeast extract (Pronadisa 1702), Bakteriyolojik agar (Conda 1800), X-Gal (GBT
248-7609), 2-propanol (Sigma 24137), a-phenanthrolin (Sigma P9375), Coomasie brillant
blue-G 250 (Sigma 27815), IPTG (Sigma 5502), Sodyum asetat (Sigma 2889), Asetik asit
(Sigma 27225), Akrilamid (Sigma 8887), D-glukoz (Sigma 7528), TRIS base (Sigma T-
1503), Ethidium bromide (Sigma E-7637), Agarose (Sigma A-5093), Glycerol (J.T.Backer
7044), Methanol (J.T.Backer 8405), RNase A (Applichem 2760), Ampisilin (Himedia
RM645), Sodium dodecyl sulphate (SDS) (Amresco 0227), Kanamisin (Amresco 0408),
Lizozim (Fluka 62971), Bisakrilamid (Promega 608-274-4330), Bromo fenol blue (Gebru
080702), EcoRI (Thermo scientific ER0271), Ndel (Promega 8801), Nhel (Promega
R650E), Hindlll (Promega R604A), Xhol (Promega R6161), Protein ladder (NEB
107703S), T4 DNA ligaz (NEB M0202S), DNA ladder (Fermentas SM0324).

Genomik DNA Izolasyon Kiti (Promega A1125), p-GEMT Easy Klonlama Kiti
(Promega A1860), Plazmit izolasyon Kiti (Roche 11 754 777 001), DNA’y1 Jelden
Cikarma Kiti (Invitrogen K2100-12).

2.2. Hucre ve Plazmitler

Demir oksidaz geninin kaynagi olarak Acidithiobacillus ferooxidans M1 susu
kullanildi. Bu bakteri, tez kapsaminda Artvin’in Murgul ilgesinde bulunan bakir
madeninden temin edildi. Genin klonlanmasi ve baz dizisinin belirlenmesi i¢in yapilan
biitiin ¢aligmalarda konak hiicre olarak E. coli JM101 susu; pET-28a(+) ekspresyon

vektoriine klonlanmis yaban tip ve mutant enzimlerin asir1 ekspresyonlarinda da E.coli
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BL21 (DE3) susu kullanildi. Ekspresyon vektorii olarak pET-28a(+) vektoru, klonlama ve
baz dizilimi analizleri icin pPGEM-T Easy vektorii kullanildi.

2.3. Molekiiler Calismalar

2.3.1. Bakir Madenlerinden Orneklerin Alinmasi ve izolasyonu

Karadeniz bolgesinde bulunan farkli bakir madenlerinden, pH’s1 2,0 ile 3,0 arasinda
degisen su Ornekleri agz1 kapakli steril siselere alindi. Alinan 6rnekler olabildigince kisa
stirede ve soguk sartlar altinda laboratuvara getirildi. Daha sonra icerdikleri asidofilik
bakteriler, Iron salts (TK) besiyerinde (Tuovinen ve Kelly, 1973), 30 °C’de bir hafta
stireyle inkiibe edilerek zenginlestirildi (TK besiyeri: %4 KoHPO4, %4 MgSQO4.7H20, %4
(NH4)2S04, 0,6 M FeSO4.7H20, H2S04). Cogaltilan bu kiiltiirlerde turuncu (pas rengi)
renk olusumu gozlenenler, FeTSB besiyeri (Johnson vd., 1987) igeren petrilere ekilerek saf

kiiltiirleri yapildi.

2.3.2. izolatlarin Genomik DNA’larinin izolasyonu

Izolatlarin genomik DNA’lar1, Sambrook ve arkadaslarinin (1989) prosediiriine gore
saflastirildi. Bu metod su sekilde uygulandi.

Asidofilik izolatlar, uygun sicaklikta “Iron salts (TK) besiyeri” nde (%4 K>HPOa4,
%4 MgS04.7H20, %4 (NH4)2SO4, 3 ml/1L H2SO4 ve 167 g/L FeSO4.7H20) bir hafta
inkiibe edildi. Elde edilen siv1 kiiltiirler 13.000 rpm’de 3-4 dakika santriflj edilerek
coktiirtildi. Siipernatant kisimlart dokiilerek pellet kisimlart alindi. Pelletlerin {izerine, 500
pul TE tamponu (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA, pH 8,0) ilave edildi ve vortekslenerek
¢oziildii. Uzerine 1 ul (10 pg/ml) lizozim solusyonu ilave edilerek karistirildi ve 1 saat 37
°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra iizerine 50 ul %10’luk SDS eklendi ve 30
dakika 37 °C’de inkube edildi. Daha sonra her bir tiipe 3 M’lik 1/10 hacim sodyum asetat
(pH 5,2) eklendi ve 65 °C’de 30 dakika bekletildi. Her 10 dakikada bir, tlpler alt Ust edildi.
Hemen sonrasinda {izerine 500 pl fenol: kloroform: izoamilalkol (25: 24: 1) ilave edildi, alt
ust edilerek karistirild1 ve 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiijden sonra, st

kisimdaki sivi pipet yardimiyla yeni bir mikrosantrifiij tiipiine alindi ve pellet kisimlar
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atild1. Bu tiiplere 500 pl kloroform ilave edildi ve alt tist edilerek 13.000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Bu kloroform asamas1 2 kez tekrarlandiktan sonra yeni bir mikrosantrifiij
tiipiine aktarilan sivinin iizerine 1/10 hacim 3 M sodyum asetat ve 2 hacim %96’lik soguk
etil alkol ilave edildi ve -20 °C’de 30 dakika bekletildi. Daha sonra 13.000 rpm’de 15
dakika santrifiij edildi ve st kisimdaki sivi atildi. Kalan pellet tizerine 500 pul %70’lik
soguk etanol ilave edildi ve 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiijden sonra, iist
faz dokuldi ve kalan pellet 37 °C’de 10 dakika kurutuldu. Elde edilen DNA pelletleri, 100
ul TE’de ¢oziilerek — 20 °C’de muhafaza edildi.

2.3.3. 16S rRNA Geninin PCR ile Artirilmasi

16S rRNA genleri, her bir asidofilik izolattan elde edilen genomik DNA’dan
UNI16S-L (5’-ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA-3’) ileri ve UNI16S-R (5’-
ATGGTACCGTGTG ACGGGCGGTGTGTA) geri primerleri kullanilarak PCR yardimi
ile ¢ogaltildi. PCR reaksiyonlarinin sartlar1 Beffa ve arkadaslarina (1996) gore olusturuldu.
12 ng kalip DNA, 5 ul 10 x PCR tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM steril
KCI), 1,5 mM MgCl., 1 U Taq DNA Polimeraz, 0,25 mM ileri primeri, 0,25 mM geri
primeri, 170 mM dATP, 170 mM dCTP, 170 mM dGTP ve 170 mM dTTP karisimi, steril
ddH>0 ile 50 pl’ye tamamlandi. Cogaltma islemi 200 pl’lik tiplerde, “Biometra Personal

Cycler”da gerceklestirildi. Reaksiyon sicakliklar1 ve siireleri ise: Ilk denatiirasyon
basamagi 95 °C’de 2 dakika olarak gergeklestirildikten sonra, 36 dongi 94 °C’de 30 saniye
(denatiirasyon igin), 55 °C’de 1 dakika (hibridizasyon icin) ve 72 °C’de 1,5 dakika
(polimerizasyon i¢in) seklinde gerceklestirildi. Elde edilen PCR fdirtinlerinin 5 pl’si %
1,0’lik agaroz jelde yuratildi ve etidyum bromir (0,5 pg/ml) ile boyandiktan sonra

“BioDocAnalyze” sistemiyle gorintilendi.

2.34. 16S rRNA Geninin Baz Dizisinin Ortaya Cikarilmasi ve Gen
Bankasindaki Dizilerle Karsilastirilmasi

Yukarida belirtilen primerler kullanilarak genomik DNA’dan arttirilan 16S rRNA
fragmentleri, bir TA klonlama vektoérine (pGEM-T Easy) klonlandi ve dogrulugu
restriksiyon enzim analizi ile teyit edilen klonlarin baz dizin analizi yine yukarida belirtilen

primerler kullanilmak suretiyle gergeklestirildi. Elde edilen 16S rRNA dizileri, Gen
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Bankasinda (URL-1, 2011) var olan dizilerle karsilastirilarak aralarindaki benzerlik

oranlar1 ortaya ¢ikarildi.

2.3.5. Demir Oksidaz Geninin (iro) Belirlenmesi

2.3.5.1. Primer Sentezi

16S rRNA dizi analizi sonucunda Acidithiobacillus ferrooxidans oldugu belirlenen
suslardan demir oksidaz geninin ¢ogaltilmasi i¢in uygun primerler dizayn edildi. Bu
primerler GenBank’ta bulunan Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 33020 susunun demir
oksidaz geni baz alinarak olusturuldu. Cogaltilan genin daha sonraki caligmalarda uygun
bir ekspresyon vektoriine aktarilabilmesi igin ileri primerine Ndel restriksiyon enzimi
kesim bolgesi, geri primerine de Hindlll enzimi kesim bolgesi ilave edildi. Sentezlenen
primerler: iro F6: 5° — CCATATGAGTGAGAAACTGAAG -3° ve IRR_2: 5'-
CAAGCTTGGAAGCAGGA GGAACTCCAGGC - 3’ dizilerine sahiptir.

2.3.5.2. Demir Oksidaz Geninin (iro) PCR ile Cogaltilmasi

Demir oksidaz geni, Sambrook ve arkadaslarmin prosediiriine gore izole edilen
genomik DNA’dan uygun primerler kullanilarak, PCR ile ¢ogaltildi. PCR
reaksiyonlarinda, 12 ng kalip DNA, 5 ul 10X PCR tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8,3;
500 mM KClI), 1,5 mM MgCl», 1 U Taq DNA Polimeraz, 0,25 mM ileri primeri, 0,25 mM
geri primeri, 170 mM dATP, 170 mM dCTP, 170 mM dGTP ve 170 mM dTTP karisimi
steril ddH20 ile 50 pl’ye tamamlandi. Cogaltma islemi “Biometra Personal Cycler’da
gerceklestirildi. Reaksiyon sicakliklar1 ve siireleri ise: Ik denatiirasyon basamagi 95 °C’de
2 dakika olarak gerceklestirildikten sonra, 36 dongii DNA zincirinin denatiirasyonu i¢in 94
°C’de 30 saniye, primerlerin DNA’ya baglanmasi (annealig) i¢in 55 °C’de 1 dakika ve
yeni sentezlenen DNA zincirinin uzatilmasi (extention) i¢in 72 °C’de 1,5 dakika seklinde
gerceklestirildi. Elde edilen PCR iiriinlerinin 5 pl’si %21’lik agaroz jelde yuratildi ve
etidyum bromir (0,5 pg/ml) ile boyandiktan sonra “BioDocAnalyze” sistemiyle

goruntulendi.
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2.3.5.3. Demir Oksidaz Geninin (iro) Klonlanmasi1 ve Baz Dizisinin Ortaya
Cikarilmasi

PCR reaksiyonlari ile gogaltilan iro geni, pPGEM-T Easy Klonlama Kiti kullanilarak,
pPGEM-T Easy klonlama vektdriine firmanin 6ngordiigii konsantrasyonlar (1,2 ug pPGEM-T
Vektor (50 ng/ ul); 12 ul genomik DNA (4 ng/ ul); 100 U T4 DNA Ligaz; 200 ul 2X
Ligasyon Tamponu) ve sartlar gergeklestirilerek klonlandi. Klonlanma sonucunda olusan
kolonilerden rekombinant plazmitler, Maniatis ve arkadaslarinin (1982) gelistirdigi plazmit
izolasyon yontemine gore izole edildi.

Maniatis ve arkadaglarinin (1982) prosediiriine gore klonlama sonucu olusan
koloniler Ampisilin (50 mg/ml) iceren LB broth igerisinde 37 °C’de bir gece inkube edildi.
Inkiibasyon sonucu olusan kiiltiirler 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarild: ve 12.000
rpm’de 3 dakika coktirlldl. Sipernatant kisimlari dokiilerek pellet kisimlari alindi.
Pelletlerin {izerine, 200 pl Soliisyon I (50 mM Glukoz; 25 mM Tris-HCL; 10 mM EDTA,
pH 8,0; 1 ml soltisyon i¢in 4 mg lizozim ) ilave edildi ve vortekslenerek ¢ozuldu. 10 dakika
oda sicakliginda bekletildikten sonra tizerine 400 pl Soliisyon II ( 0,2 N NaOH; %1 SDS)
ilave edildi ve alt iist edilerek karistirildi. 5 dakika buzda bekletildikten sonra 7,5 M
Amonyum asetat’tan 300 pl ilave edilerek oldukca yavas bir sekilde alt iist edildi. 10
dakika buzda bekletilen érnekler 12.000 rpm’de 15 dakika santriftlj edilerek ¢oktiraldi.
Siipernatant yeni bir mikrosantrifiij tlipline aktarilarak {izerine 800 pl izopropanol ilave
edildi ve alt st edilerek karigtirildi. 10 dakika oda sicakliginda bekletilen drnekler 13.000
rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek c¢oktiiriildii ve tist kisimdaki sivi atildi. Kalan pellet
tizerine 500 pl %70’lik soguk etanol ilave edildi ve 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij
edildi. Santrifijden sonra, Ust faz dokuldu ve kalan pellet 37 °C’de 10 dakika kurutuldu.
Elde edilen DNA pelletleri, 40 ul TE’de ¢oziilerek -20 °C’de muhafaza edildi.

Izole edilen bu plazmitlerin hangilerinin istenilen pargay1 tasidigini belirlemek amaci
ile plazmitler EcoRI restriksiyon enzimi ile kesildi. Kesim sonucu olusan DNA pargalari
%1’lik agaroz jelde yurutildi ve etidyum bromdir (0,5 pg/ml) ile boyandiktan sonra
“BioDocAnalyze” sistemiyle goriintiilendi. Bu sekilde dogrulugu teyit edilen klonlarin baz

dizisi, otomatik dizi analizatorleri araciligiyla (Macrogen, Hollanda) belirlendi.
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2.3.6. A. ferrooxidans M1 Yaban Tip iro Geninin pET-28a(+) Ekspresyon
Vektdriune Klonlanmasi

Baz dizilimi belirlenen iro geninin pET-28a(+) ekspresyon vektoriine klonlanarak
E.coli BL21 (DE3) susunda yiiksek miktarlarda ekspres edilmesi planlandi. Gen iiriiniiniin
kolay saflastirilabilmesi i¢in HisTag kuyrugu tasimasina karar verildi. pET-28a(+)
ekspresyon vektorli incelendiginde, gen iiriinliniin amino veya karboksil ucunda HisTag
kuyrugu olabilecek sekilde, vektére klonlama yapabilmenin miimkiin oldugu
gorulmektedir. Gen, Ndel bolgesine klonlanirsa gen {irliniiniin N terminal ucunda HisTag
kuyrugu bulunur. Bu nedenle, geni Ndel-HindlIl bolgeleri arasina klonlayabilmek igin,
Ndel bolgesi igeren iro F6 ileri primeri ve Hindl11l bolgesi iceren IRR_2 geri primeri ile A.
ferrooxidans M1 genomik DNA’st kalip olarak kullanilarak PCR reaksiyonu
gergeklestirildi. PCR sartlar1 olarak Boliim 2.3.5.2°de anlatilan sartlar kullanildi. PCR
urind Ndel ve Hindlll enzimleri ile kesilerek, ayni1 enzimlerle kesilmis pET-28a(+)’ya
aktarildi ve klon pETIro olarak adlandirildi. pETIro, sahip oldugu T7 promotorunun
caligmasina ve iro’nun ekspresyonuna imkan saglayan E.coli BL21(DE3) susuna CaCl;
transformasyonu ile aktarildi, bu transformanta E.coli BL21/ pETIro adi verildi ve bu

hlcreler kanamisinli ortamda buyutalda.

2.3.7. Iro Geninin Ekspresyonu

Enzim Gretimi igin E.coli BL21/ pETIro’nun gece kiiltiiriinden sivi LB besiyerine
0.D.’si 0,1 olacak sekilde taze kultir ekildi. Taze kultur O.D.’si 0,6-0,9 oluncaya kadar
cogaltilarak 1 mM IPTG ile uyarildi ve 3,5-4 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra
hiicreler 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij yapilarak ¢oktiiriildii. Coken hiicreler 50 mM Tris
tamponunda (pH 8) ¢6zuldu ve 5 dakika Sartorius Labsonic marka sonikator kullanilarak
%80 giicte 1 dongii araliginda patlatilan hiicreler 14.600 rpm de 15 dk santrifiij edildi.

Pellet kismi atilarak siipernatant kismu ile saflagtirma islemine devam edildi.

2.3.8. Iro Enziminin Saflastirilmasi

Enzimi saflastirmak i¢in HisLink Protein Purification Resin (Promega) kolon

maddesi kullanildi. Kolon maddesi Tris-HCI (pH:7,5), NaCl, p-merkaptoetanol ve
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imidazol iceren solusyon ile dengeye getirildikten sonra, enzim kolona yiiklendi. Cikan

fraksiyonlarda aktivite taramasi gergeklestirildi.

2.3.9. Rekombinant Proteinlerin Olusturulmasi

pPETIro klonu E. coli BL21 hiicresi igerisine aktarildiktan sonra Iro proteininin
ekspresyonu saglanamadi. Indiikleme siiresinde ve sicakliginda yapilan degisiklikler de
soruna ¢ozim Uretemedi. Bunun nedeninin, proteinin ekspresyon oraninin ¢ok diisiik
olmas1 veya inkliizyon cisimcikleri olusumu oldugu diisiintildii. Bu sorunu gidermek igin
Iro proteininin, hicre icerisinde yiksek oranda ekspres olan ve inklizyon cismi
olusturmayan bir proteinin arkasina flizyon yapilarak ekspresyonunun saglanmasi yoluna
gidildi. Bu amacla daha 6nce laboratuvarimizda klonlanan ve karakterizasyonu yapilan
Anoxybacillus kestanbolensis AC26 Sar1 bakterisinin ribulokinaz enzimi kullanildi.
Oldukca yuksek ekspresyon seviyesine sahip olan ribulokinaz enzimi, transferazlar
icerisinde yer alan ve fosforlu gruplarin aktarimini saglayan bir enzimdir. Metabolik olarak
Pentoz Fosfat Yolu, Pentoz-Glukoronat doniisiimii, B6 vitamini metabolizmasi ve

riboflavin metabolizmalar1 ara basamaklarinda yer almaktadir.

2.3.9.1. Primer Dizayni

Ribulokinaz genini iceren pET-28a(+) vektorinu iro genini igerisine alacak hale
getirebilmek icin REIP_F1 ve REIP_R1 primerleri (Tablo 3, Sekil 6) dizayn edildi. Kalip
olarak ribulokinaz genini iceren pET-28a(+) vektoriiniin kullanildigt PCR islemi Bolim
2.3.5.2’de anlatildig1 gibi gergeklestirildi. Bu reaksiyon, ilk denatiirasyon basamagi 95
°C’de 2 dakika olarak gerceklestirildikten sonra, 36 dongii DNA zincirinin denatiirasyonu
icin 94 °C’de 1 dakika, primerlerin DNA’ya baglanmasi (annealig) i¢in 50 °C’de 1 dakika
ve yeni sentezlenen DNA zincirinin uzatilmasi (extention) i¢in 72 °C’de 1,5 dakika
seklinde gerceklestirildi.

PCR isleminden sonra vektor lizerinde istenen degisikliklerin olup olmadigini

belirlemek amac1 ile DNA dizin analizi yapildi.
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Tablo 3. Ribulokinaz genini iceren pET-28a(+) vektorund, iro genini igerisine alabilecek
sekilde degistirmek i¢in kullanilan primerler

REIP F1 5" —CT ATA AgT TTA TCg gAC gAC gAC gAC AAg CTC gAg gAC
- AAg CTT gCggCC -3’

REIP R1 5" —ggC CgC AAgCTTgTC CTCgAg CTT gTCgTC gTC gTC CgA
- TAAACT TAT AG-3

Iro geninin, Ribulokinaz genini iceren pET-28a(+) vektéru (pET/Rib) icerisine
aktarilabilmesi i¢in Iro F6 primerinin 5’ ucunda bulunan Ndel kesim bdlgesi, Xhol ile
degistirildi ve bu primer Iro F7 olarak isimlendirildi (Iro_ F7: 5° — CTCGAGATG
AGTGA GAAACTGAAG -3’).

REIP_F1:5' —CT ATA AGT TTATCG GAC GAC GAC GAC AAG CTC GAG GAC AAG CTTGCG GCC-3
Ribulokinaz geni Enterokinaz kesim balgesi xhaol Hindlll

pET-28(a)+

Sekil 6: REIP_F1 primerinin i¢erdigi bolgeler.

2.3.9.2. Iro Geninin pET/Rib Vektorii icerisine Klonlanmasi

Iro genini pET/Rib vekt6ru icerisinde bulunan Xhol-Hindlll kesim bolgeleri arasina
klonlayabilmek icin, Xhol bolgesi iceren Iro F7 ileri primeri ile Hindlll bolgesi iceren
IRR 2 geri primerleri kullanildi. Kalip DNA olarak, A. ferrooxidans M1 genomik DNA’s1
kullanildi. PCR sartlar1 olarak Boliim 2.3.5.2°de anlatilan sartlar kullanildi. PCR {iriinleri
Xhol ve Hindlll enzimleri ile kesilerek, ayni enzimlerle kesilmis pET/Rib vektoriine
klonlandi. Klonlama islemi T4 DNA Ligaz (Promega) enzmi kullanilarak firmanin
Onerdigi kosullara gore gergeklestirildi. Rekombinant enzimi tasiyan vektor E.coli
BL21(DE3) susuna CaCl, transformasyonu ile aktarildi ve bu hiicreler kanamisinli

ortamda c¢ogaltildi.

2.3.9.3. Rekombinant Proteinin Kesilmesi

Ribulokinaz/Iro rekombinant proteinini kesmek icin enterokinaz enzimi kullanildi.
Kesim reaksiyonunda 1 mg/ml protein, 500 mM Tris-HCI (pH 7,5), % 1 Tween 80 ve 0,3
mg/ml enterokinaz enzimi kullanildi. Reaksiyon hacmi steril ddH20 ile 500 ul’ye
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tamamlandi ve 25 °C’de 16 saat inkiibe edildi. Kesim sonuglar1 % 15’lik SDS-PAGE’de

yurtulerek gorintilendi.

2.3.10. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Fuzyon proteini igeren (Ribulokinaz + Iro) pET-28a(+) vektori (pET/Rib-iro),
Bolim 2.3.6.’da anlatildig1 sekilde E.coli BL21(DE3) susuna aktarildi ve enzim iiretimi
gergeklestirildi. Uretilen proteinin fiizyon olup olmadigmimn anlasilmasi igin, SDS
poliakrilamid jel elektroforezinde fiizyon proteini ile ribulokinaz proteini karsilastirildi.
Ayrica enterokinaz enzimi ile kesilen fiizyon proteini de SDS-PAGE’de incelendi. Bunun
icin, proteinlerinden uygun miktarda (40 pg) alinarak bu iiriine esit miktarda 2X muamele
tamponu (0.15 M Tris-HCI1 pH 6,8, %4 SDS, %20 Gliserol, %6 p-merkaptoetanol) ilave
edildikten sonra, numuneler 95 °C'de 5 dakika bekletildi ve Laemmli (1970) tarafindan
tanimlanan %15'lik sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jeline (SDS-PAGE) yiuklendi.
0.75 mm kalinhigindaki her bir jel igin 15 mA akim uygulanarak ayirma islemi
gergeklestirildi.

Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra, jel coomassie brilliant blue (%0,125
Coomassie Brilliant Blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit) boyasi ile 1-2 saat
boyandi. Yikama-I (%50 Metanol, %10 Asetik asit ) solusyonunda 1 saat bekletildikten
sonra Yikama-II (%7 asetik asit, %5 metanol) soliisyonuna aktarildi. Bantlar

belirginlesinceye kadar bekletildi ve jel goriintiisii bilgisayar ortaminda dijital olarak
kaydedildi.

2.3.11. Iro Proteininden Sinyal Peptidinin Cikarilmasi

Iro proteini ile yapilan ekspresyon c¢alismalar1 sonucunda gerek pET-28a(+)
vektoriine tek basia klonlanan Iro proteininde gerekse fiizyon halindeki Iro proteininde
ekspresyona rastlanmadi.

Bazi hiicre dis1 proteinlerde ve membran proteinlerinde sinyal peptidi bulunmaktadir.
Bu peptit, proteinin hiicre disina salinmasini veya membrana taginmasini saglar. Sinyal
peptidine sahip olan proteinlerde bazi durumlarda ekspresyon bandi goriilmemektedir.

Proteinlerin dogal olarak sahip oldugu sinyal peptidi, konak hiicre tarafindan
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taninmayabilir ve bu nedenle peptidin peptidazlar tarafindan kesilip uzaklastiriimasi
gerceklesmez. Proteine bagli kalan sinyal peptidi, proteinin ya c¢oziinmeyen formda
kalmasina neden olur ya da proteinin dogru bir sekilde katlanmasini engeller. Iro da bir
membran proteini oldugu i¢in, sinyal peptidine sahip olabilecegi ve ekspresyon bandinin
goriilmesini bu peptidin engelledigi diisiiniildii. SignalP 4.1 (URL-2, 2013) programinda
yapilan taramada proteinin sinyal peptidine sahip oldugu belirlendi.

Sinyal peptidinin uzaklastirilmasi i¢in yeni bir primer dizayn edildi. Bu primer ile,
peptidaz enziminin proteini kestigi aktif bolgeden itibaren genin ¢ogaltilmas1 amaglandi.
Bu amagla, IroF_AB ileri primeri (iroF AB: 5’-AGATATCATATGGGGACCACGCC
CAAGG-3’) dizayn edildi. Bu primer, genin ekspresyon vektoriine klonlanabilmesi igin
yine Ndel kesim bolgesi igermektedir. Ayn1 zamanda PCR da c¢ogaltilan bdolgenin
ekspresyonunun saglanabilmesi igin, aktif bélgenin 5° ucuna primer vasitasi ile ATG
kodonu eklendi.

Iro geninin sinyal peptidini uzaklastirmak icin, IroF AB ileri ve IRR 2 geri
primerleri kullanildi. Kalip DNA olarak A. ferrooxidans M1 genomik DNA’s1 kullanildu.
PCR sartlar1 olarak Bo6liim 2.3.5.2’de anlatilan sartlar kullanildi. PCR {irtinleri Ndel ve
Hindlll enzimleri ile kesilerek, ayni enzimlerle kesilmis pET-28a(+) vektoriine klonlandi.
Klonlama islemi T4 DNA Ligaz (Promega) enzimi kullanilarak firmanin 6n gordiigii
kosullar dogrultusunda gergeklestirildi. Enzimi tasiyan vektor E.coli BL21(DE3) susuna
CaCl; transformasyonu ile aktarildi ve bu hiicreler kanamisinli ortamda biiyiitiildii.

E.coli BL21(DE3) susuna aktarilan rekombinant plazmit Bolim 2.3.7.’de anlatildig:
sekilde iiretildi ve HisLink Protein Purification Resin (Promega) kolon maddesi

kullanilarak saflagtirildi.

2.3.12. Mutasyon Calismalan

Enzimin biyokimyasal 6zelliklerini endistriyel uygulamalara daha uygun hale
getirebilmek icin, aktif bolgede oldugu tahmin edilen 3 ayr1 amino asitte; Q9F, S21Y ve
V22D mutasyonlarinin yapilmasi planlandi. So6zii edilen mutasyonlar ile enzimin
kararliliginda bir artisin olmasi hedeflenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda Tablo 4’de

belirtilen primerler tasarlandi.



41

Tablo 4. Mutasyonlarin gerceklestirilmesinde kullanilan primerler

Primer Nukleotit dizisi
Q9F F1 5 - GGCGGAAGTATTCTATCAGCCACACCCC -3’
Q9F R1 5 - GGGGTGTGGCTGATAGAA TACTTCCGCC -3’

S21YIV22D_F1 | 5 - GGATCAGTGCTATGACTGCGCCAATTTTATTGC - 3’

S21Y/IV22D_R1 | 5 - GCAATAAAATTGGCGCAGTCATAGCACTGATCC -3’

Iro geni iizerinde mutasyonlarin meydana getirilmesi i¢in iki farkli primer seti
kullanildi. Aktif bolgedeki 9. amino asit olan glutamini fenilalanine doniistiirmek icin
IroF_AB - Q9F _R1 ve IRR_2 - Q9F F1 primerleri kullanildi. 21. Siradaki amino asit olan
serinin tirozine doniistiiriilmesi ile 22. siradaki valinin aspartik asite doniistiiriilmesi ayni
primer seti ile planlandi. Bunun igin IroF_AB - S21Y/V22D _R1 ve IRR_2 - S21Y/V22D

_F1 primerleri kullanildu.

2.3.12.1. Q9F Mutasyonu

[k asamada IroF_AB ve Q9F R1 primerleri kullanilarak, genin 5’ ucundan yaklasik
50 baz ciftlik kismi ¢ogaltildi. Diger bir reaksiyonda ise IRR 2 ve Q9F F1 primerleri
kullanilarak genin yaklasik 120 baz ciftlik 3* ucu ¢ogaltildi. Daha sonra ¢ogaltilan bu iki
fragment ayn1 PCR tiipiine alinarak, IroF_AB ve IRR_2 primerleri ile yeniden PCR
gerceklestirildi (Sekil 7). Bu sekilde baz dizileri degistirilmis iki fragmentin birbirine
eklenmesi saglandi. PCR sartlar1 olarak Bolim 2.3.5.2°de anlatilan sartlar kullanild.
Reaksiyon triinleri pPGEM-T Easy vektoriine klonlanarak plazmit izolasyonu yapildi. Izole

edilen plazmitlerin dizi analizleri yapilarak ilgili mutasyonlarin olup olmadig1 arastirildi.

2.3.12.2. S21Y/\V22D Mutasyonu

Bu islemde ilk olarak iroF AB ve S21Y/V22D_R1 primerleri ile, genin 5’ ucundan
yaklasik 90 baz ciftlik kismi1 ¢ogaltildi. Diger bir reaksiyonda IRR 2 ve S21Y/V22D FI
primerleri kullanilarak genin yaklagik 80 baz ciftlik 3’ ucu ¢ogaltildi. Cogaltilan bu iki
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fragment aym1 PCR tiipiine uygun miktarda alinarak IroF AB ve IRR_2 primerleri ile
yeniden PCR’a tabii tutuldu. Bu sekilde baz dizileri degistirilmis iki fragmentin, mutant
primerlerin iist liste geldigi bolgeden birbirine eklenmesi saglandi. PCR sartlar1 olarak
B6lim 2.3.5.2°de anlatilan sartlar kullanildi. Reaksiyon tiriinleri pGEM-T Easy vektoriine
klonlanarak plazmit izolasyonu yapildi. izole edilen plazmitlerin dizin analizleri yapilarak

ilgili mutasyonlarin olup olmadig arastirildu.

5 - GEGGACCACGCOCAAGECGGAAGTACAATATCAGCCACACCCCARAGGGEAA
—

rgf_AB:5' — AGATATCATERBG GGACCACGCCCAAGG -3
R — -
Q9F: 5’ - GGOGGAAGTATTCTATCAGCCACACCCC -3
GGATCAGTGCTCTGTCTGCGCCAATTTTATTGCCCCGAAGTGCTGT AAGE TEGTAGCCEGACCCGTCECACCE
B -—
521Y:5 - GGATCAGTGCTATGACTGCGCCAATTTTATTGC - 3
GACGGGTATTGTATCGCG TTCACGCCGATGOCCE CATARTCACATTTTGCCTGGAGTTCCTCCTGCTTCCAAGC
L
IRR2:5' -GCCTGGAGTTCCTCCTGCTTCCAAGE
TTGA-3
TTGA-3
Sekil 7. Mutasyon primerlerinin iro geni tizerindeki dagilimi. Yesil bolgeler
baslangi¢c ve stop kodonlarini; mavi bolgeler aktif bolgede gorev yapan
sisteinleri; kirmizi bolgeler ise mutasyon ile degistirilen bazlar
gostermektedir.

2.4. Biyokimyasal Calismalar

2.4.1. Protein Miktar1 Tayini

Yapilan caligmalarda protein miktarinin belirlenebilmesi i¢in Bradford’un (1976)
gelistirmis oldugu metot kullanildi. 100 ml boya ¢o6zeltisi hazirlamak i¢in 10 mg
Coommasie Brillant Blue G-250, 5 ml %95’lik etanol icerisinde ¢ozllerek izerine 10 ml
%85’lik fosforik asit ilave edildi ve saf su ile 100 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti
filtre kagidu ile stiziilerek temizlendi.

Kalibrasyon egrisini olusturmak igin standart olarak bovin serum albumin (BSA)
kullanildi. 2, 4, 6, 10, 15, 20, 40, 60, 80 ug BSA igeren ¢ozeltiler 0,15 M’lik NaCl ile 100

ul’ye tamamlandi. Ardindan iizerine 3 ml yukarida anlatildigi gibi hazirlanan boya
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cozeltisinden ilave edildi ve vortekslenerek 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Ornekler
icin BSA yerine 10 pl protein oOziitii kullanilarak ayni iglemler gergeklestirildi. Siire
sonunda Agilent 8453E UV-visible Spectroscopy System cihazi kullanilarak 595 nm’de

Olctimler yapild1 ve protein miktar1 pg/pl cinsinden hesaplandi.

2.4.2. Enzim Aktivitesi Tayini

Iro enzim aktivitesinin belirlenebilmesi i¢in Lovenberg ve arkadaslari (1963)
tarafindan gelistirilen kolorimetrik metot modifiye edilerek kullanildi. Bu metotta, enzimin
substrat1 olarak Fe(lIl), aktiviteyi belirlemek igin de a-phenanthrolin kullanildi. Reaksiyon,
0,025 mg/ml FeSO4, pH’s1 3,5 olan 100 mM potasyum hidrojen fitalat (KHP) tamponu, 5
mM amonyum peroksit stlfat (APS) ve 25 pg enzim olacak sekilde son hacim su ile 450
ul’ye tamamlandi. Oda sicakliginda (25 °C) 5 dakika bekledikten sonra reaksiyona
%0,3’1iik a-phenanthrolin ¢ozeltisinden 50 pl eklendi ve 380 ve 512 nm dalga boylarinda
Ol¢tim yapidi. a-phenanthrolin Fe(ll) ile reaksiyona girer fakat Fe(lll) ile tepkime vermez.
Bu sekilde ortamda azalan Fe(I) miktarina bakilarak enzimin aktivitesinin belirlenmesi
saglandi. Fe(Il) miktar1 512 nm’de, Fe(Ill) miktar1 ise 380 nm’de o6lgiildii. Reaksiyonda
kullanilan sartlar (kullanilan enzim miktari, reaksiyonun gerceklestigi sicaklik, pH, substrat

konsantrasyonu vs.) enzimin biyokimyasal 6zellikleri belirlendikge yeniden diizenlendi.

2.4.3. Yaban ve Muatnt Enzimlerin (Q9F ve S21Y/V22D) Karakterizasyonu

E.coli BL21 hiicresi icerisine pET-28a(+) vektor sistemi ile aktarilan yaban tip Iro
proteini ile Q9F ve S21Y/V22D mutasyonlarina sahip Iro proteinlerinin saflastiriimasinin
ardindan optimum sicaklik, optimum pH ve zamana bagl olarak kararlilik gibi 6zellikleri
analiz  edilerek, enzimlerin biyokimyasal karakterizasyonu belirlendi. Enzim

karakterizasyonu ile ilgili tiim ¢alismalar en az {i¢ kez tekrar edildi.
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2.4.3.1. Optimum Sicakhk

Yaban ve mutant Iro enzimlerinin optimum sicakliginin belirlenebilmesi ig¢in 0,025
mg/ml FeSO4 varliginda, pH’s1 3,5 olan KHP tamponu kullanildi. Reaksiyonlar 0, 4, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 ve 75 °C’lerde gerceklestirildi.

2.4.3.2. Optimum pH

Acidithiobacillus ferrooxidans M1 susunun yaban ve mutant Iro enzimlerinin
aktivitesine pH’nin etkisi, 100 mM potasyum kloriir tamponu (pH 2), 100 mM glisin
tamponu (pH 3), 100 mM potasyum hidrojen fitalat tamponu (pH 3,5 ve 4), 100 mM asetat
tamponu (pH 5 ve 5,5), 100 mM fosfat tamponu (pH 6- 6,5- 7) ve 100 mM Tris-HCI
tamponu (pH 8) kullanilarak belirlendi. Reaksiyonlar, oda sicakliginda 25 °C’de 5 dakika
bekletilerek gerceklestirildi.

2.4.3.3. Enzim Kararhhgi

Enzimlerin zamana bagli olarak kararliligini belirlemek i¢in 0, 5, 10, 15, 20 ve 25.
dakikalarda olglimler gergeklestirildi. Reaksiyonlar 0,025 mg/ml FeSO4 varliginda, pH’s1
3,5 olan KHP tamponu ile oda sicakliginda gerceklestirildi.

2.4.3.4. Inhibitor ve Aktivatorlerin Enzim AKktivitesi Uzerine Etkisi

Deterjan ve organik ¢Ozuctlerin Acidithiobacillus ferrooxidans M1 susunun yaban
ve mutant Iro enzimlerinin aktivitesi zerine etkileri incelendi. Enzimler, 10 dk, % 1 (v/v)
DMSO, B- merkaptoetanol, etanol, izopropanol, 5 mM EDTA, DTT, SDS, Triton X-100,
icerecek sekilde 100 mM potasyum hidrojen fitalat (pH 3,5) tamponunda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda kalan aktivite; optimum pH ve sicaklikta 5 dakikalik bir reaksiyon

sonucunda 6lculdu.
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2.4.3.5. Enzim Kinetigi

Acidithiobacillus ferrooxidans M1 susunun yaban ve mutant demir oksidazlarinin
Kinetik verilerini hesaplamak icin, 0,010-0,250 mg/ml arasinda degisen substrat
konsantrasyonlarinda seri reaksiyonlar gergeklestirildi. Enzim miktar1 sabit tutulan
reaksiyonlar potasyum hidrojen fitalat (pH 3,5) tamponu varliginda ve oda sicakliginda
gerceklestirildi. Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmax) degerleri
hazirlanan Lineweaver—Burk egrisinde x ve y eksenleri kestigi noktalara karsilik gelen
degerlerin tersi olarak belirlendi (Lineweaver ve Burk, 1934). Michaelis-Menten grafigi

cizilerek yapilacak olan ¢aligmalarda kullanilacak substrat konsantrasyonu belirlendi.

2.5. istatistik Analizler

Uc tekrarli olarak gerceklestirilen reaksiyonlar sonucunda elde edilen verilerin
varyans analizi Statistical Package for Social Sciences (SPSS for Windows 16.0) paket

programi igerisinde yer alan Duncan Coklu Karsilastirma Testi‘ne gore belirlendi.



3. BULGULAR

Bu c¢alismada, Espiye bakir madeni (Giresun), Murgul bakir madeni (Artvin) ve
Zigana koyli (Glimiishane)’'nde bulunan asidik su kaynaklarindan alinan su Orneklerinde
asidofilik bakteriler arand1 ve bunlarin tiir tayini yapilmaya c¢alisildi. Biyolicte yaygin
olarak kullanilan Acidithiobacillus ferrooxidans’in, her {i¢ alandan alinan su 6rneklerinde
de varlig1 belirlendi. Bu bakteride demir oksidaz enzimi aktivitesi incelendi. Demir oksidaz
geninin baz dizisi belirlendi ve enzim aktivitesinin artirtlmas1 amaci ile iki farkli mutasyon
yapildi. Yaban ve mutant enzimler pET-28a(+) vektoriine klonlanarak ekspres edildi ve

aktiviteleri karsilastirildi.

3.1. Izolatlarin Kiiltivasyonu

Demir oksitleyici bakterilerin tanimlanmasi ve molekiiler diizeyde incelenmesi amaci
ile Giresun’un Espiye ilgesinde bulunan bakir madenlerinden su 6rnekleri temin edildi.
pH’s1 2 ile 3 arasinda degisen bu 6rnekler KR1, KR2, KR3, KR4, KR5, KR6, KR7, KRS,
KR9 ve KR10 olarak isimlendirildi. Yine aynt amagla Artvin’in Murgul ilgesinde bulunan
bakir madeninden M1, M2 ve M3 olarak isimlendirilen ii¢ farkli 6rnek; Giimiishane’nin
Zigana koyii yakinlarindaki asidik sulardan ise Z1, Z2 ve Z3 olarak isimlendirilen ii¢ farkli
ornek alindi. Bu 6rneklerin laboratuvar ortaminda, Iron salts (TK) besiyerinde, 30 °C’de
inkiibasyonu sonucunda, 3 giin ila bir hafta i¢erisinde KR izolatlarinin tamaminda ve M1
ve Z2 izolatlarinda ¢ogalma gézlendi (Sekil 8). Ayrica KR2 izolatinin 37 °C’de yapilan
inkiibasyonunda da ¢ogalma meydana geldi. izolatlarin gelisimi sirasinda ortamda bulunan
Fe(Il), Fe(IlT)’e doniistiigii igin s1v1 besiyerinde turuncu renk (pas rengi) olusumu gézlendi.
Bu izolatlar saf kultlrlerinin yapilabilmesi i¢in FeTSB kati besiyerine ekildi. Ayni renk
olusumu kat1 besiyeri ylizeyinde de goriildii (Sekil 9).
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3.2. Izolatlarin Morfolojik Ozellikleri

Her ii¢ bolgeden izole edilen asidofilik bakteri izolatlarinin saf kiiltiirleri yapildiktan
sonra morfolojik zellikleri belirlendi. Incelenen 12 izolatin da basil morfolojisine sahip

oldugu, Gram negatif boyanma 6zelligi gosterdigi ve spor olusturmadig goriildii.

3.3. izolatlarin 16S rRNA Genlerinin Baz Dizileri

Bilinmeyen bir bakterinin 16S rRNA genlerinin baz dizilerinin belirlenmesi, bu
bakterinin siiflandirilmasinda gerekli olan genotipik bilginin ilk ve temel adimidir. Bu
amacla, asidik ortamlardan elde edilerek Fe(Il) igeren besiyerinde gogaltilan izolatlarin
genomik DNA’lar1 izole edildi. Bu izolatlarin 16S rRNA genlerinin baz dizileri belirlendi
ve belirlenen 16S rRNA gen dizileri, GenBank’ta var olan diger bakteriyal 16S rRNA gen
dizileri ile karsilastirildi. Karsilastirmalar sonucunda, dort farkli izolatin (KR1, KRS, M1
ve Z2) ¢aligmanin amact dogrultusunda aranan bakteri olan Acidithiobacillus ferrooxidans
tirtine ait suslar oldugu belirlendi. Enzim diizeyindeki ¢alismalara Acidithiobacillus
ferrooxidans M1 susu ile devam edildi. Ayrica alinan su orneklerinden genomik DNA’s1
elde edilen 3 izolatin Acidiphilium multivorum, bir izolatin Acidocella aluminiidurans, bir
izolatin Acidithiobacillus ferrovirans, bir izolatin Acidocella facilis ve iki izolatin da
Acidocella sp. tiirlerine ait oldugu belirlendi (Tablo 5).

KR1 kodlu su 6rneginin 30 °C’deki inklbasyonu sonucunda elde edilen genomik
DNA’dan 16S rRNA gen analizi yapildiginda, tanimlanan bakteri tiir{iniin
Acidithiobacillus ferrooxidans oldugu belirlendi. Bu su ornegi, 37 °C’de inkibe
edildiginde yine gelisim gdsterdi. Ancak bu sicakliktaki inkiibasyon sonucunda elde edilen
bakteri kiiltiirtiniin genomik DNA’sinin izole edilmesi ve 16S rRNA gen analizi yapilmasi
sonucunda, izole edilen genomik DNA’nin Leptospirillum ferrooxidans tiriine % 99
benzedigi goriildi. Aym1 su Ornegi 10 g/l pirit iceren besiyerinde, 55 °C’de inkibe
edildiginde ise ortamda gelisen bakteri tiiriniin Sulfolobus metallicus tiiriine % 95 oraninda

benzedigi goriildii. Buna dayanarak KR1 kodlu su 6rneginin karigik bir kiiltiir oldugu ve

......
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Sekil 8. Iron salts (TK) besiyeri igerisinde bir haftalik inkiibasyon

sonucunda asidofilik bakterilerin gelisimi. Pas rengi olusumu,
ortamdaki Fe*?’nin asidofilik mikroorganizmalar tarafindan
Fe*®e doniistiiriildiigiinii gostermektedir (a: Inkiibasyon 6ncesi
besiyerinin rengi, b: Inkiibasyon sonrasi olusan renk).

Sekil 9. FeTSB besiyeri icerisinde asidofilik mikroorganizmalarin gelisimi.
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Tablo 5. Asidik kaynaklardan alinan izolatlarin 16S rRNA gen dizilerine gore
GenBank’ta bulunan bakterilere benzerlik oranlar1 (Biiyiitme ortami;
TK besiyeri, 30 °C).

izolat GenBank’ta benzedigi tiir Benzerlik
(%)
KR1 Acidithiobacillus ferrooxidans | 99
KR2 Acidiphilium multivorum 99
KR3 Acidiphilium multivorum 99
KR4 Acidocella sp. 99
KR5 Acidithiobacillus ferrooxidans | 97
KR6 Acidiphilium multivorum 94
KR7 Acidocella aluminiidurans 99
KR8 Acidithiobacillus ferrovirans 99
KR9 Acidocella facilis 99
KR10 Acidocella sp. 99
Z2 Acidithiobacillus ferrooxidans | 99
M1 Acidithiobacillus ferrooxidans | 99

3.4. Acidithiobacillus ferrooxidans M1 susuna Ait Demir Oksidaz Kodlayan iro
Geninin PCR ile Cogaltilmasi ve Klonlanmasi

Demir oksidaz proteinini kodlayan iro genini elde etmek amaciyla, bu bakterinin
genomik DNA’s1 kalip olarak kullanilarak Iro  F6/ IRR 2 primerleri ile PCR
gerceklestirildi. PCR sonucunda elde edilen DNA fragmenti pGEM-T Easy klonlama
vektoriine aktarildi. Genin dizi analizi, baz dizini otomatik dizi analizatorleri araciligiyla
(Macrogen, Hollanda) gergeklestirildi. Dizin analizi sonucunda elde edilen 321 bg’lik

fragmentin iro genine ait oldugu teyit edildi. Elde edilen baz dizini Ek 1.’de verilmistir.

3.5. Demir Oksidaz Proteinini Kodlayan iro Geninin pET-28a(+) Vektorine
Klonlanmasi

E.coli BL21/pETiro sistemi kullanilarak {iretilmesi amaglanan enzim, uygun
sartlarda IPTG indiiklemesiyle tretilerek saflastirildi. Ancak SDS poliakrilamid jel
elektroforezi sonucunda ekspresyon bandina rastlanmadi. Inkiibasyon siiresinin uzatilmasi,
sicakligin azaltilmasi, IPTG konsantrasyonunda degisiklige gidilmesi de ekspresyonu
saglayamadi. Bu nedenle, enzim ekspresyon seviyesinin diisiik oldugu diisiiniilerek

ekspresyonu artirmak i¢in flizyon proteini olusturma yoluna gidildi. Bu amagla, iro geni
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ekspresyonu oldukca yiksek olan ve laboratuvarimizda daha once c¢alisilmis olan

Ribulokinaz geni ile birlestirildi.

3.6. Iro Geninin Ribulokinaz Geni ile Birlestirilmesi Sonucunda Olusan Flizyon
Proteini

Iro geni ekspresyonunun arttirilmasi i¢in, Anoxybacillus kestanbolensis AC26 Sari
bakterisine ait ribulokinaz genini iceren pET-28a(+) vektori igerisine aktarilarak fiizyon
geni olusturuldu (Sekil 10). Elde edilen baz dizini Ek 2.’de gosterilmistir. Fiizyon geni
tastyan vektor E.coli BL21 hiicresi icerisine aktarilarak ekspresyon saglandi ve protein,
HisLink Protein Purification Resin (Promega) kolon maddesi kullanilarak saflagtirildi.
SDS-PAGE’de vyiiriitiilen fiizyon proteini orijinal ribulokinaz proteini ile karsilastirildi ve
iro proteinin ribulokinaz proteini ile birlikte eckspres edildigi goézlendi (Sekil 11).
Ribulokinaz enzimi saf halde 61,96 kDa iken fiizyon proteinin agirlig1 yaklasik olarak 65
kDa olarak gorildid. Ancak flzyon proteininde yine demir oksidasyon aktivitesi
gbzlenmedi. Proteinin fiizyon halinde olmasinin aktiviteyi inhibe ettigi dusiiniilerek,
flizyon proteini enterokinaz enzimi ile kesildi. Kesim sonucunda yine demir oksidaz
aktivitesine rastlanmadigindan Iro proteininin ekspresyon sonrasinda dogru bir sekilde
katlanamadigina karar verildi. Bu dogrultuda iro geninin sahip oldugu sinyal peptidinin
proteinin dogru katlanmasini ve dolayis1 ile aktiviteyi engelledigi diisiiniilerek sinyal
peptidinin uzaklastirilmasi yoluna gidildi. Sinyal peptidinin uzaklastirilmasi i¢in fiizyon
proteini ile ¢alismaya devam edilmeyerek, iro geni Acidithiobacillus ferrooxidans M1 susu

genomik DNA’sindan yeniden ¢ogaltildi.



51

(7205) HindII[_ ¥hol (7220)

(6847) Xhol

PET/Rib + Iro

7382 bp

(5134) Nhel

Sekil 10. A. kestanbolensis AC26 Sar1 ribulokinaz geni ile A. ferrooxidans
iro geninin pET-28a(+) vektorl icerisinde SnapGene Viewer
programi kullanilarak gosterilmesi.

116 kDa

97,2 kDa

66,4 kDa

55,6 kDa

42,7 kDa

Sekil 11. A.kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazi ile ribulokinaz-
iro flzyon proteininin SDS-PAGE’de karsilagtirilmasi. I:
Sadece pET-28a(+) vektori iceren 1 mM IPTG ile
indiiklenmis hiicre o6ziiti, II: Saflastirilmis ribulokinaz
proteini, III: Saflagtirilmis fiizyon proteini, IV: Protein
markir.
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3.7. Sinyal Peptidi Cikarilan Demir Oksidaz Proteini

SignalP 4.1 (URL-2, 2013) programinda yapilan taramada Iro proteininin sinyal
peptidine sahip oldugu belirlendi. Programda yapilan analize gore Iro proteininin ilk 52
amino asidi sinyal peptidine tekabll etmektedir ve protein sentezlendikten sonra
proteinazlar tarafindan kesilerek atilmaktadir. E. coli BL21 hticresi igerisinde bu sinyal
peptidini uzaklastiracak bir sistem olmadigr icin, bu kismin PCR yolu ile genden
uzaklastirilmasina karar verildi. Bu amagcla, gende sinyal peptidini kodlayan ilk 156 bazi
uzaklastirmak ic¢in uygun primerler dizayn edildi ve bu primerlerle elde edilen iro geni
tekrar pET-28a(+) vektori igerisine aktarildi. Sinyal peptidini igermeyen iro geninin baz
dizileri Ek 3.’de verilmistir. Iro genini iceren rekombinant pET-28a(+) plazmidi (plro-WT)
E. coli BL21 hiicresi igerisine aktarildi ve genin ekspresyonu saglandi. HisLink Protein
Purification Resin (Promega) kolon maddesi ile saflastirilan protein SDS-PAGE
elektroforez sistemi ile goriintiilendi (Sekil 12). Ekspresyon bandi goriilen proteinin
molekiiler agirligt ExXPASy programi (URL-3, 2013) kullanilarak hesaplandi. Buna gore

Iro proteininin molekiiler agirliginin 5,33 kDa oldugu belirlendi.

— e

—

Sekil 12. A. ferrooxidans M1 susu yaban Iro proteini, Q9F
mutantt ve S21Y/V22D mutantinin  SDS-PAGE
analizi. I: Lizozim (Markir olarak kullanilmistir), II:
Yaban tip Iro proteini, III: Q9F mutanti, IV:
S21Y/V22D mutanti, V: Sadece pET-28a(+) vektoru
igeren indiiklenmis hiicre 6ziitii.
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3.8. Mutant Demir Oksidazlar

Bu tez kapsaminda, Iro proteininin aktif bolgesinde bulunan sistein amino asitlerinin
arasinda bulunan iki amino asitte ve proteinin dis ylizeyinde bulunan ve tiirler arasinda
yiiksek oranda korunmus olan bir diger amino asit agisindan da mutasyon gergeklestirildi.
Bu mutasyonlarin ilkinde Iro proteininin 9. amino asidi olan polar yapidaki glutamin (Q),
hidrofobik olan fenilalanin (F) ile degistirildi. Digerinde ise yan yana olan serin (S) ve
valin (V) amino asitleri degistirildi. Iro proteininin 21. pozisyonunda olan hidrofilik S,
hidrofobik olan tirozin (Y) ile; 22. pozisyondaki hidrofobik V ise kuvvetli tuz kopruleri
olusturan aspartik asit (D) ile degistirildi. Mutasyonlarin sonug¢larint dogrulamak i¢in, her
mutant enzimin genini tastyan plazmitin baz dizin analizi yapildi ve orijinal sira ile
karsilastirildi. Sonug¢ olarak mutasyonlar basarili bir sekilde gergeklestirildi. Mutant
genlerin baz dizileri Ek 5. ve Ek 6.’da verilmistir. Daha sonra bu mutant genler pET-
28a(+) vektori igerisine aktarildi ve E. coli BL21 hiicresi icerisine ekspresyon saglandi.
QOF mutantini tastyan plazmit plro-Q9F, S21Y/V22D mutantin1 tagiyan plamit de plro-
S21Y/V22D olarak isimlendirildi. Saflastirilan mutant proteinler SDS-PAGE’de
yurutilerek varliklar teyit edildi (Sekil 12).

3.9. Iro Proteininin Ug Boyutlu Yapisi

E. coli BL21 (DE 3) hicresi icerisine aktarilarak ekspresyonu saglanan Iro
proteininin amino asit dizileri EXPASy programi kullanilarak belirlendi ve GenBank’ta
bulunan dizilerle karsilagtirildi. Karsilastirma sonucunda A. ferrooxidans M1 susu Iro
proteininin, A. ferrooxidans (ATCC 23270) susu demir oksidaz proteinine % 94 oraninda
benzedigi belirlendi. Proteinin {i¢ boyutlu yapisi PyMOL (The PyMOL Molecular
Graphics System, Version 1.5.0.4 Schrodinger, LLC.) programi kullanilarak olusturuldu
(Sekil 13).
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Sekil 13. A. ferrooxidans (ATCC 23270) demir oksidaz (EC = 1.16.3) proteininin ¢
boyutlu yapisi (UniProt no: B7J8G3). A: Proteinin kaba yapisi, B: Proteinin
acik yapisi, C: Proteinin aktif bolgesinde bulunan sisteinler sar1 renkli
kiireler halinde gosterilmistir, D: Protein iizerinde mutasyonla degistirilen
amino asitler noktali alanlar halinde gosterilmistir (Kirmizi noktali alan Q9F
mutasyonu 1ile fenilalanine doniistiiriilen glutamini, mavi noktali alan
S21Y/V22D mutasyonu ile tirozine doniistiiriilen serin ile aspartik asite
doniistirtilen valini géstermektedir).

3.10. Enzimlerin Karakterizasyonu

3.10.1. Demir Oksidaz Aktivitesi

Yaban ve mutant Iro proteinlerinde demir oksidaz aktivitesini belirleyebilmek igin
kolorimetrik metot kullanildi. a-fenantrolin varliginda Fe(ll) turuncu renk vermektedir.
Enzim varliginda Fe(Il), Fe(Ill)’e yiikseltgenecegi i¢in miktar1 azalacak ve reaksiyon
tiiplerinde rengin acilmasi beklenecektir. Yapilan caligmalarda, enzim varliginda olusan

rengin, enzim i¢ermeyen tiiplere gore daha agik oldugu goriildii. Negatif kontrol olarak
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sadece pET-28a(+) vektorii igeren indiikklenmis hiicre Oziitinin HisLink Protein
Purification Resin ile saflagtirilmig hali kullanildi (Sekil 14). Agilent 8453E UV-visible
Spectroscopy System cihazi kullanilarak 512 nm dalga boyunda yapilan spektrofotometrik
Olctimlerde de negatif kontrolde oldukga yiiksek absorbans degeri elde edilirken, enzim

igeren tliplerde absorbansin azaldig1 goriildii (Tablo 6).

= M [l A%

Sekil 14. Yaban ve mutant Iro proteinlerinde demir oksidaz aktivitesi. I:
Sadece pET-28a(+) vektori iceren indiiklenmis E.coli BL21
(DE 3) hiicre 6zitd, I1: Yaban tip Iro proteini (Afelro-WT), IlI:
QI9F mutant1 (Afelro-Q9F), IV: S21Y/V22D mutant1 (Afelro-
S21Y/V22D).

3.10.2. Aktivite Deneyinde Kullanilan Kimyasallarin Reaksiyona Etkileri

Demir oksidaz aktivitesini belirlemek ig¢in kullanilan kolorimetrik metotta, renk
degisiminin enzim kaynakli oldugundan emin olmak i¢in bir seri reaksiyon gerceklestirildi.
Bu reaksiyonlarmn her birinde kullanilan maddelerden biri eksiltildi. Olgtimler
spektrofotometrik olarak 512 nm’de yapildi. Aktivite deneyinde enzimin substrati olarak
Fe(Il), aktiviteyi belirlemek i¢in a-fenantrolin, tampon olarak pH’s1 3,5 olan 100 mM
potasyum hidrojen fitalat (KHP) tamponu, reaksiyonu katalizlemek icin 5 mM amonyum
peroksit silfat (APS), 25 pg enzim ve su kullanilmaktadir. Bu deneyler sonucunda,
ortamda KHP tamponu veya o-fenantrolin bulunmadigi zaman, Fe(II) miktarinin
Olclilemedigi, APS bulunmadifi zaman ise reaksiyonun gergeklesmedigi goriildii. Enzim
icermeyen tiiplerde, APS varligindan dolay1 oksidasyon oldugu goriildi. Ancak ortama
enzim eklendiginde Fe(Il) miktarinin 6nemli 6lgiide azaldigi spektrofotometrik olarak

gbzlendi (Sekil 15).
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Tablo 6. A. ferrooxidans M1 yaban tip ve mutant demir oksidazlarin
spektrofotometrede 512 nm dalga boyundaki degerleri

. Spektofotometrik 6lcimler (512 nm)

Enzim T P P
1.6lcim 11.6lclim 111.6lcim

Negatif kontrol
[E. coli BL21/ pET-28a(+)] | %% 0.194 0229
A. ferrooxidans WT
(Afelro-WT) 0,0803 0,0425 0,0562
A. ferrooxidans Q9F 0,0817 0,0491 0,0564
(Afelro-Q9F)
A. ferrooxidans S21Y/V22D 0.0788 0.0423 0.0509
(Afelro-S21Y/V22D) ’ ' ’

Enzim icermeyen reaksiyonlarin 512 nm dalga boyundaki Ol¢limlerinde ortalama
olarak 0,200 absorbans degeri elde edildi. APS icermeyen reaksiyonlarda ise bu deger
0,300’e kadar ¢cikmaktadir. Bu dogrultuda reaksiyondaki Fe(II) 'nin ger¢ek miktar1 APS’siz
ortamda o6l¢lldu. Ancak enzim aktivitesinde katalizor olarak APS’ye ihtiyag
duyuldugundan, APS igeren fakat enzim icermeyen reaksiyonun absorbans degeri, enzim

aktivitesinin goriilmedigi nokta olarak kabul edildi.

Sekil 15. Aktivite deneyinde kullanilan kimyasallarin reaksiyona etkileri. Koyu mavi:
APS’siz, Ac¢ik mavi: Enzimsiz, Yesil: Normal reaksiyon, Pembe: a-
phenanthrolin’siz, Kirmizi: KHP’siz, Siyah: Fe(ll)’siz reaksiyon.
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3.10.3. Optimum Sicakhk

Afelro-WT, Afelro-Q9F ve Afelro-S21Y/V22D demir oksidazlariin optimum
sicakligini belirlemek i¢in 0, 4, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 ve 75
°C’lerde enzim aktivitesi Ol¢iimii gerceklestirildi. Sicaklik-aktivite grafigi olusturulmasi
sonucu her li¢ enzimin de optimum sicakligi 25 °C olarak belirlendi (Sekil 16). Bu

sicaklikta en iyi aktiviteyi Afelro-WT verirken, en diisiik aktivite ise Afelro-Q9F’de

go6zlendi.
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100
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Sekil 16. Afelro-WT, Afelro-Q9F ve Afelro-S21Y/V22D demir oksidazlarinin optimum
sicakliklari

3.10.4. Optimum pH

Afelro-WT, Afelro-Q9F ve Afelro-S21Y/V22D demir oksidazlarinin aktivitesi
tizerine pH’ nin etkisini belirlemek amaci ile 100 mM potasyum kloriir tamponu (pH 2),
100 mM glisin tamponu (pH 3), 100 mM potasyum hidrojen fitalat tamponu (pH 3,5 ve 4),
100 mM asetat tamponu (pH 5 ve 5,5), 100 mM fosfat tamponu (pH 6- 6,5- 7) ve 100 mM
Tris-HCI tamponu (pH 8) kullanildi. Sonug¢ olarak enzimin 100 mM potasyum hidrojen
fitalat tamponunun (pH 3,5 ve 4) kullanildigi reaksiyonlarda aktivite verdigi, diger
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tamponlarda ise aktivite olmadigi gozlendi (Sekil 17). Potasyum hidrojen fitalat
tamponunun pH araligi olduk¢a dar oldugu i¢in daha diisik ve yiiksek pH’larda
kullanilamamistir. Bu araliklar dahilinde Afelro-WT aktivitesi pH 4’de daha fazla iken
Afelro-Q9F ve Afelro-S21Y/V22D aktivitelerinin pH 3,5’da daha yiiksek oldugu tespit
edildi. pH 3,5’da yapilan ol¢iimlerde en diisiik aktiviteyi Afelro-WT gosterirken, en iyi
aktivite Afelro-S21Y/Vv22D’de goruldu. pH 4’deki Olcumlerde ise en yuksek aktivite
Afelro-WT’de, en diisiik aktivite ise Afelro-Q9F’de gdzlendi.
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Sekil 17. Afelro-WT, Afelro-Q9F ve Afelro-S21Y/V22D demir oksidazlarinin optimum
pH’lar

3.10.5. Enzim Kararhh

Afelro-WT, Afelro-Q9F ve Afelro-S21Y/V22D demir oksidaz enzimlerinin zamana
bagli olarak kararliligini belirlemek igin 0, 5, 10, 15, 20 ve 25. dakikalarda 6l¢timler
gerceklestirildi. Oda sicakliginda yapilan dl¢iimler sonucunda her ii¢ enzim de maksimum
aktiviteyi 5. dakikada gosterdi. Yaban tip demir oksidaz enzimi ve Q9F mutantinda 10.
dakikada aktivitenin azalmaya basladig1 ve 15. dakikadan sonra énemli derecede diistiigli
belirlendi. S21Y/V22D mutantinda ise 10. dakikada enzim aktivitesi azalmakla beraber
ilerleyen stirelerdeki 6lgiimlerde daha fazla bir diisiis gdzlenmedi (Sekil 18).
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Sekil 18. Afelro-WT, Afelro-Q9F ve Afelro-S21Y/V22D demir oksidazlarinin kararliligi

3.10.6. inhibitor ve Aktivatorlerin Enzim Aktivitesi Uzerine EtKkisinin
Incelenmesi

Deterjan ve organik ¢Ozticulerin A. ferrooxidans M1 susu yaban tip ve mutant demir
oksidaz aktiviteleri zerine etkileri incelendi. Enzimler bu kimyasallarla muamele
edildikten sonra aktivite 6l¢iimleri yapildi ve % kalan aktiviteleri hesapland1 (Sekil 19).
EDTA ve SDS varliginda reaksiyon ger¢eklesmedigi i¢in bu iki kimyasal inhibitor-aktivite

grafigine alinmadi.
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Sekil 19. Inhibitor ve aktivatdrlerin enzim aktivitesi iizerine etkileri

3.10.7. Kinetik incelemeler

Afelro-WT, Afelro-Q9F ve Afelro-S21Y/V22D demir oksidazlarinin kinetik
parametrelerinin incelenmesinde substrat olarak FeSO4.7H20 [Fe(Il)] kullanildi. Substrat

konsantrasyonu-aktivite grafigi ¢izilerek enzimlerin basit Michaelis-Menten Kkinetigine

uydugu tespit edildi.

3.10.7.1. Afelro-WT Demir Oksidazi

OriginPro 8.1 programi kullanilarak hazirlanan Michaelis-Menten grafiginden elde
edilen veriler dogrultusunda; E.coli BL21/plro-WT sistemi igerisinde ¢ogaltilarak
saflagtirilan yaban tip Iro proteininin Fe(Il) i¢in Kn degeri 0,27 + 0,09 mM ve Vmax degeri
ise 0,083 £ 0,01 umol/dk/mg protein olarak hesapland1 (Sekil 20). Bu veriler

dogrultusunda enzimin Kcat degeri 0,29 (1/sn), katalitik etkinligini gosteren KeayKm degeri

1,07 olarak hesaplandi.
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Sekil 20. Afelro-WT demir oksidazinin Michaelis-Menten egrisi

3.10.7.2. Afelro-Q9F Demir Oksidazi

Afelro-Q9F demir oksidazi i¢in, OriginPro 8.1 programi kullanilarak hazirlanan
Michaelis-Menten grafiginden elde edilen veriler dogrultusunda; E.coli BL21/plro-
Q9F’den elde edilen Q9F mutasyonuna sahip Iro proteininin Fe(ll) icin Kn degeri 0,25 +
0,07 mM ve Vmax degeri ise 0,087 £ 0,01 umol/dk/mg protein olarak hesaplandi (Sekil 21).
Enzimin Keat degeri 0,30 (1/sn), katalitik etkinligini gosteren Kcat/Km degeri 1,21 olarak
hesaplandi.
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Sekil 21. Afelro-Q9F demir oksidazinin Michaelis-Menten egrisi

3.10.7.3. Afelro-S21Y/V22D Demir Oksidazi

OriginPro 8.1 programi kullanilarak hazirlanan Michaelis-Menten grafiginden elde
edilen veriler dogrultusunda; E.coli BL21/plro-S21Y/V22D’den elde edilen S21Y/V22D
mutasyonuna sahip Iro proteininin Fe(ll) i¢in K degeri 0,27 £+ 0,07 mM ve Vmax degeri ise
0,094 + 0,01 umol/dk/mg protein olarak hesaplandi (Sekil 22). Bu veriler dogrultusunda
enzimin Keat degeri 0,33 (1/sn), katalitik etkinligini gosteren Kcat/Km degeri 1,22 olarak

hesaplandi.



63

0,07 -

0,06

0,05 A

0,04 A

0,03 A

0,02 ~1

Aktivite umol/dk

0,01 A

0,00 T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

[Fe™’] mM

Sekil 22. Afelro-S21Y/V22D demir oksidazinin Michaelis-Menten egrisi

3.11. Elde Edilen Verilerin istatistiksel Analizlerle Dogrulanmasi

Afelro-WT, Afelro-Q9F ve Afelro-S21Y/V22D enzimlerinin optimum sicaklik,
optimum pH, enzim kararlili§1 ve kinetik analizlerinde elde edilen veriler, SPSS paket
programi igerisinde yer alan Duncan Coklu Karsilastirma Testi ile karsilastirildi. Elde

edilen sonuglarin dogrulugu, istatistiksel analizlerle teyit edildi.



4. TARTISMA

Asidofilik  mikroorganizmalar, yer kabugunda bulunan degerli metallerin
depolanmasinda ve ayristirllmasinda 6nemli bir role sahip olduklarindan, endiistriyel
acidan Oonem tasimaktadirlar. Giniimiizde bakteriler vasitasi ile diisiik tenorlii cevherlerden
metal kazanimi oldukg¢a yaygindir. Bu islem Biyo-madencilik olarak adlandirilmaktadir ve
diinyanin bir¢ok yerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Biyo-madencilikte en yogun
olarak kullanilan mikroorganizmalardan birisi Acidithiobacillus ferrooxidans’tir. Bu
bakteri yer kabugu tizerinde ¢ok genis bir yayilisa sahiptir ve pH’s1 2 ile 3 arasinda degisen
asidik sulardan kolaylikla izole edilebilmektedir.

Bu ¢aligmada, terk edilmis bir maden olan Espiye Bakir Madeni (Giresun), hala isler
durumda olan Murgul Bakir Madeni (Artvin) ve Glimiishane’nin Zigana Kdyiinde bulunan
asidik su kaynaklarindan su ornekleri alindi. Bu su orneklerinde asidofilik bakterilerin
varligi incelendi. Bilinmeyen bir bakterinin siiflandirilmasinda ilk ve temel adim 16S
rRNA genlerinin baz dizilerinin belirlenmesidir (Lilburn ve Garrity, 2004). Tez
kapsaminda farkli kaynaklardan izole edilen 12 farkli izolatin tiir diizeyinde
tanimlanmasini saglamak amaciyla 16S rRNA genleri incelendi. PCR yardimiyla arttirilan
16S rRNA genleri uygun bir vektore klonlandiktan sonra baz dizilerinin ortaya ¢ikarilmasi
icin baz dizin analizi yapildi. Dizin analizi sonucunda elde edilen gen dizilerinin
GenBank’ta var olan bakteriyal 16S rRNA gen dizileri ile karsilagtirilmasi sonucunda, 4
izolatin Acidithiobacillus ferrooxidans, 3 izolatin Acidiphilium multivorum, bir izolatin
Acidocella aluminiidurans, bir izolatin Acidithiobacillus ferrovirans, bir izolatin
Acidocella facilis ve iki izolatin da Acidocella sp. tiirlerine ait oldugu belirlendi.
Acidithiobacillus ferrooxidans tiiriiniin her {i¢ alandan alinan su Orneklerinde de
bulunmasi, bu bakterinin asidik ortamlarda olduk¢a yaygin olarak bulundugu bilgisini teyit
etmektedir.

Espiye bakir madeninden temin edilen KR1 kodlu su 6rnegi Iron Salts (TK) besiyeri
igerisinde 30 °C’de inkiibe edildiginde, elde edilen bakteri tiirii Acidithiobacillus
ferrooxidans olarak tanimlandi. Ayni su 6rnegi, ayni besiyeri igerisinde 37 °C’de inkiibe
edildiginde ise elde edilen bakteri tiirii Leptospirillum ferrooxidans olarak belirlendi. Bu
veriler dogrultusunda, kiiltliriin karisik olduguna, ortam sicaklifina bagl olarak baskin

duruma gecen mikroorganizmanin degistigine karar verildi. Acidithiobacillus ferrooxidans
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20-35 °C arasindaki sicakliklarda baskin olan organizma olarak bilinmektedir. Ancak
sicaklik 37 °C’ye cikarildiginda sicaklik toleransi daha yiiksek olan Leptospirillum
ferrooxidans baskin duruma geger. Leptospirillum 35 °C’nin altindaki sicakliklarda da
rahatlikla gelisebilmektedir fakat gelisim siiresi uzun oldugundan bu sicakliklarda baskin
organizma olamamaktadir (Norris, 1989).

Gelisim ortaminda bulunan enerji kaynagina bagli olarak da baskin organizma
degisebilmektedir. Bu bilgiyi dogrulamak i¢cin KR1 kodlu 6rnek Iron Salts (TK) besiyeri
yerine, 10 g/l pirit (FeS2) iceren besiyerinde 55 °C’de inkibe edildi (Norris,1989). Bir
haftalik inkiibasyon sonunda besiyerinde gelisim gosteren bakterinin genomik DNA’s1
izole edilerek 16S rRNA geni dizin analizine tabi tutuldu. Elde edilen dizilerin GenBank’ta
var olan dizilerle karsilastirilmas: sonucunda izolatin Sulfolobus metallicus tiriine % 95
benzedigi goriildi. Enerji kaynagi olarak Fe/S kullanan bu bakterinin diger tiirlere {istiinliik
sagladig1 belirlendi. Ayni sicaklikta Iron Salts (TK) besiyeri ile yapilan inkiibasyonda
herhangi bir gelisim gézlenmedi.

A. ferrooxidans karbon kaynagi olarak CO2 kullanir ve Fe(II)’yi oksitler. pH’nin
3’lin altinda oldugu mezofilik ortamlarda en yogun olarak bulunan bakteridir. Bu
bakterinin demir oksidasyon mekanizmasin1 aydinlatmak i¢in ¢ok sayida aragtirma
yapilmis ve ¢esitli redoks proteinlerinin bu mekanizmada gorevli oldugu belirlenmistir.
Oksidasyon mekanizmasinin ilk basamaginda demir oksidaz’in (Iro) bulundugu
distiniilmektedir. Demir oksidaz, Fe(ll)’den elektron alarak yukseltgenme reaksiyonunu
baglatir. Daha sonra bu elektron diger redoks proteinleri vasitasi ile oksijene kadar iletilir.
A. ferrooxidans demir oksidaz proteini farkli arastirmacilar tarafindan E. coli hicresi
icerisine klonlanarak ekspresyonu saglanmis (Fukumori vd., 1988; Kusano vd., 1992;
Bruscella vd., 2005), molekiler modellemesi yapilmis (Zeng vd., 2007; 2008) ve proteinin
yapisinda bulunan bazi amino asitlerin protein kararliligindaki rollerinin belirlenebilmesi
icin mutasyonlar ger¢eklestirilmistir (Zeng vd., 2010).

Bu calismada Murgul bakir madeninden izole edilen Acidithiobacillus ferrooxidans
M1 susuna ait Iro enzimini kodlayan ve 322 baz ¢iftinden olusan iro geni PCR ile
cogaltildi, baz sirast belirlenerek GenBank’ta bulunan dizilerle karsilastirildi ve
Acidithiobacillus ferrooxidans (ATCC23270) susu demir oksidaz proteinini kodlayan iro
genine % 94 oraninda benzedigi goriildi. Bu gen, pET-28a(+) ekspresyon vektorine
klonlanarak E.coli BL21 (DE3) hiicresi igerisinde eckspresyonu amaglandi. Ancak

indiikleme sonrasinda proteine rastlanmadi. Ekspresyon vektoriine dogru bir sekilde
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aktarilan proteinin goriintiilenememe nedeni; protein boyutunun kii¢iikk olmasi ve
ekspresyon seviyesinin az olmasi ya da proteinin inkliizyon cisimleri olusturmasi olabilir
(Kane ve Hartley, 1988). Bu sorunu gidermenin yollarindan biri fiizyon proteini
olusturmaktir (Ashima vd., 2005).

Fiizyon proteini olusturarak ilgilenen proteinin asir1 ekspresyonunu saglamak i¢in,
ilgilenen protein ekspresyon seviyesi yiiksek olan ve inkliizyon cismi olusturmayan bir
protein ile birlestirilerek ayni promotor altinda sentezlenir. Daha sonra proteinin 6zelligine
baglh olarak, ya spesifik peptidazlarla kesilerek ayrilir ya da flizyon halinde ilerleyen
caligmalara devam edilir. Ekspresyonu saglanamayan Iro enzimini ekspres edebilmek igin
flizyon proteini olusturulmasi amaglandi ve Anoxybacillus kestanbolensis AC26 Sari
bakterisine ait ribulokinaz geni bu amag i¢in kullanildi. pET-28a(+) vektori igerisinde
olusturulan fiizyon proteini E. coli BL21 (DE3) hicresi icerisinde ekspres edildi. Fuzyon
proteininin ekspresyonu basarili bir sekilde saglandi ancak proteinde demir oksidaz
aktivitesine yine rastlanmadi. Fiizyon proteininde enzim aktivitesine rastlanmadigindan
dolay1 sinyal peptidinin uzaklastirilmas:t yoluna gidildi. Sinyal peptidini uzaklagtirma
islemi flizyon proteininde yapilmayip, Acidithiobacillus ferrooxidans M1 susu orijinal iro
geni lizerinde gerceklestirildi.

Bir proteinde ekspresyonun saglanamamasimin diger bir nedeni, proteinin sinyal
peptidi tasimasidir. Sinyal peptidi, aktivitesini hiicre disinda veya membranda gosteren
proteinlerin N-terminalinde bulunan, ortalama 15-40 amino asitlik bir polipeptit dizisidir.
Oncii protein ilgili bdlgeye tasindiktan sonra sinyal peptidi, hiicrenin sahip oldugu spesifik
membran bagimli sinyal peptidazlar tarafindan kesilerek uzaklastirilir ve bu asamadan
sonra protein katlanarak {i¢ boyutlu yapisini kazanir (Blober ve Dobberstein, 1975). Sinyal
peptidi tasiyan proteinler farkli bir konak hiicrede ekspres edildiginde, bu hiicre sinyal
peptidini uzaklastiracak peptidazlara sahip olmayabilir. Bu durumda sinyal peptidi
uzaklastirilamayacagindan protein dogru bir sekilde katlanamaz. Iro enzimini de bir
membran proteini oldugundan sinyal peptidine sahip oldugu disiiniildii ve SignalP
programinda yapilan taramada, proteinin ilk 52 amino asidinin sinyal peptidine tekabil
ettigi belirlendi. Zeng ve arkadaslar1 2008 yilinda yaptiklari ¢calismada, Iro enzimini E.coli
BL21 hicresi igerisinde ekspres edebilmek icin genin sinyal peptidine takabul eden ilk 156
nikleotitini disarida birakacak sekilde primer dizayn etmis ve geni bu sekilde
klonlamislardir. Buna dayanarak Acidithiobacillus ferrooxidans M1 susu Iro proteinini

sinyal peptidi olmadan ekspres etmek icin, genin ilk 156 bazi c¢ikarilacak sekilde
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ekspresyon primeri dizayn edildi. Bu primerler kullanilarak PCR gergeklestirildi. PCR
sonucunda elde edilen 166 baz ¢iftlik fragmentin dizin analizi yapildi ve iro geninin aktif
bolgesini kodlayan kismina tekabiil ettigi belirlendi. Genin 166 baz ciftlik bu aktif bolgesi
Klonlanarak pET-28a(+) ekspresyon vektorii igerisine aktarildi ve E.coli BL21 (DE3)
hiicresi igerisinde ekspresyonu gerceklestirildi. Olusan proteinin varligt SDS-PAGE’de
teyit edildikten sonra demir oksidaz aktivitesi varlig1 da belirlendi. Buna dayanarak Iro
enziminin sinyal peptidi uzaklastirilmadigir miiddetge, hiicre igerisinde ii¢ boyutlu yapisini
kazanamadig1 ve aktivite gostermedigi anlasildi.

Demir oksidaz proteini demir sulfur kiimesi [4Fe-4S] ile baglanti kurarak Fe(ll)’den
elektron alinmasini saglar. Protein ile [4Fe-4S] kiimesi arasindaki baglanti sistein amino
asitleri tarafindan saglanmaktadir (Philpott vd., 1993; Bouton vd., 1997; Brzoska vd.,
2006). Bu proteinde [4Fe-4S] kiimesi ile baglant1 saglayacak korunmus dort adet sistein
amino asidi bulunmaktadir (Bruscella vd., 2005). Bu amino asitlerin mutasyonla
degistirilmesi sonucunda proteinin [4Fe-4S] kiimesine baglanmadigi bilinmektedir (Zeng
vd., 2008). Acidithiobacillus ferrooxidans M1 susu Iro proteininin de bu dort sistein amino
aside sahip oldugu gorildi. Bu amino asitler protein {iizerinde Acidithiobacillus
ferrooxidans (ATCC23270) susunda oldugu gibi Cys20, Cys23, Cys32 ve Cys45 seklinde
yerlesmistir (Zeng vd., 2010). Bu amino asitler diginda, farkli tiirlerden elde edilen Iro
proteinlerinde korunmus olan diger bazi amino asitlere de rastlandi. Zeng ve arkadaslari
2010 yilinda yaptiklari ¢alismada bu amino asitlerden, Tyr10, Phe26, Trp44 ve Phe48’i
mutasyonla degistirerek protein stabilitesine olan etkilerini inceledi. Yaptiklar1 calisma
sonucunda Tyr10, Phe26 ve Phe48’de meydana gelen degisikliklerin protein aktivitesini
onemli Olgilide diistirdiigii, Trp44°iin ise aktivite lizerine etkili olmadig gorildi (Zeng vd.,
2010). Zira, A. ferrooxidans M1 susunda 44. pozisyondaki amino asit triptofan degil,
tirozindir.

Iro enziminde, 9 ve 11. pozisyonlardaki glutamin, 21. pozisyondaki serin, 22.
pozisyondaki valin, 37 ve 43. pozisyonlardaki glisin ve 47. pozisyondaki alanin de kismen
korunmustur (Sekil 23). Bu calismada GIn9, Ser21 ve Val22 amino asitlerini mutasyonla

degistirerek, protein stabilitesinde 6nemli olup olmadiklarinin belirlenmesi amaglanmastir.
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Sekil 23. Iro proteininde kismen korunmus olan amino asitler

Glutamin (Q) polar bir amino asittir ve genellikle protein yiizeyinde yerlesim
gosterir. Sahip oldugu polar yan zincir, diger polar veya yiiklii atomlarla iyi bir etkilesim
saglamasia yardimci olur. Genellikle proteinin baglanma bolgesinde ya da aktif
bolgesinde gorev alir. Sahip oldugu bu 6zelliklerin yani sira, hemen yaninda bulunan
tirozin amino asidinin mutasyonla degistirilmesi sonucu, protein aktivitesinin Snemli
Olgiide diismesi de (Zeng vd., 2010) bu bolgenin protein stabilitesinde 6nemli bir alan
oldugunu diisiindiirmektedir. Bu nedenle tez kapsaminda degistirilmesi diisiiniilen ilk
amino asit 9. pozisyondaki glutamin oldu. Notral olan glutamin amino asidi yerine
hidrofobik olan fenilalanin (F) subtitiisyonu diisiiniildii. Aromatik bir yan zincire sahip
olan fenilalanin, hidrofobik yapisindan dolay1 genellikle proteinlerin i¢ kisminda bulunur.
Molekiiler agirligi ve izoelektrik noktasit yoniinden glutamine benzerlik gosteren
fenilalaninin (Mwgq = 146,1; Mwr = 165,2; plg = 5,65; plr = 5,48) hidrofobik 6zelliginin
proteine olumlu bir etkisinin olup olmadigi incelendi.

Iro enzimi iizerinde yapilan bir diger mutasyon Ser2l ve Val22’yi aym anda
degistiren ¢ifte mutasyondur. Serin ve valin, proteinde [4Fe-4S] kiimesine baglanmay1
saglayan sisteinlerden ikisinin arasindadir ve yan yana yerlesmislerdir. Serin, sahip oldugu
hidroksil grubundan dolay1 hidrofilik olarak tanimlanir ve kuvvetli hidrojen baglar1 yapar
(Betts ve Russell, 2003). Protein yuzeyinde bulunabilecegi gibi i¢ kisminda da siklikla

rastlanir. Kiiclik bir amino asit olmasi nedeni ile polipeptit zincirinin dongii yaptig
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yerlerde yaygin olarak goriliir (Betts ve Russell, 2003). Valin ise, hidrofobik bir amino
asittir ve proteinin i¢ kisminda yerlesim gosterir. Yan zincirinin fazla reaktif olmamasindan
dolay1 protein fonksiyonunda onemli bir rolii yoktur, yine de substratin taninmasinda rol
alabilmektedir.

Bu caligmada serin amino asidi, tirozin ile degistirildi. Tirozin aromatik ve kismen
hidrofobiktir. Aktif bir hidroksil grubuna sahip oldugundan dolay:1 aromatik yan zincirlerle
bag yapma egilimi ¢ok yiiksektir. Bu nedenle proteinin yap1 ve fonksiyonunda oldukca
onemlidir. Kuvvetli bag yapan serin yerine yine kuvvetli bag yapma 6zelligi olan tirozini
koyarak, bu amino asitin protein i¢in elzem olup olmadigi, ayni fonksiyona sahip baska bir
amino asidin serinin yerine konulmasiyla protein yapisinin bozulup bozulmayacagi
incelendi. Valin amino asidi yerine ise aspartik asit konularak, valinin substrat
taninmasinda fonksiyonel olup olmadigi incelendi. Aspartik asit ayrica, protein igerisine
gomiilii oldugu durumlarda tuz kopriileri olusturarak proteinin kararliligimi artirir. Iro
enziminin kararliligini arttiracagi diistiniilerek de bu amino asit tercih edildi (Sekil 24)
(Betts ve Russell, 2003).
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Sekil 24. Acidithiobacillus ferrooxidans M1 susu yaban tip Iro enziminde degistirilen
amino asitlerin ac¢ik formiilleri

Yapilan bu ¢alismada ilk olarak Acidithiobacillus ferrooxidans M1 susu yaban tip Iro
enziminin karakterizasyonu amaclandi. Iro enziminin molekiiler modellemesi daha Once
yapilmis olmasina ragmen (Zeng vd., 2007; 2008) biyokimyasal oOzellikleri hakkinda
detayli bilgi bulunmamaktadir. Bu nedenle protein aktivitesinin optimum pH’s1 ve

sicakligl, kararliligi ve cesitli inhibitorlerin protein iizerine etkileri incelendi. Bunun
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yaninda proteinin kinetik parametreleri de belirlendi. Ayni islemler mutant proteinler i¢in
de tekrar edildi.

Proteinin aktivitesinin belirlenmesinde kolorimetrik metot kullanildi. Bu metotta
demir oksidazin substrati olarak FeSO4.7H20 kullanilmaktadir. FeSO4.7H20O’1lin yapisinda
bulunan Fe(Il), demir oksidaz varliginda oksitlenecek ve Fe(Ill)’e doniisecektir. Substrat
miktarindaki degisimi spektrofotometrik olarak 6lgebilmek icin a-fenantrolin kullanildi. a-
fenantrolin, Fe(Il) ile reaksiyona girerek turuncu renk olusumunu saglar. Demir oksidaz
aktivitesi ile ortamdaki Fe(Il) miktar1 azalacagi i¢in, enzim igeren tiiplerde rengin agilmasi
beklenir. Oksidasyonun gergeklesmesi igin ortama katalizOr olarak amonyum peroksit
stilfat (APS) eklenmistir. APS olmadig1r durumda reaksiyon gerceklesmemektedir. Ayrica
reaksiyonun gergeklesebilmesi igin en uygun tamponun potasyum hidrojen fitalat oldugu,
farkli bir tampon kullanildiginda aktivitenin c¢ok az miktarda kaldigr belirlendi.
Spektrofotometrik 6l¢timler, Fe(Il) miktarinin en iyi 6l¢iildigi 512 nm’de gerceklestirildi.
a-fenantrolin kullanilmadigi durumlarda Fe(II) miktar1 Ol¢iilememistir. Ayrica enzim
igeren ve igermeyen reaksiyonlarin spektrofotometrik olarak karsilastirilmasi sonucunda,
demir oksidazin Fe(Il) miktarin1 azalttigi teyit edildi. Enzim icermeyen reaksiyonlarda
APS varligindan dolayr bir miktar oksidasyon gerceklesmektedir. Bu nedenle yapilan
6lcimlerde enzim etkisini kaybetse dahi aktivite hi¢bir zaman sifira inmemistir (Sekil 15,
Sekil 16).

Demir oksidaz endustride genellikle 25-40 °C arasi sicakliklarda kullanilir. Afelro-
WT proteinin optimum sicakligi da 25 °C olarak belirlendi. 15-45 °C arasindaki
sicakliklarda yine aktivite gostermekte ancak sicaklik 45 °C’nin iizerine ¢iktiginda
aktivitede O6nemli Olciide diisiis gozlenmektedir. 65 °C ve yukarisinda enzim aktivitesi
tamamen kaybolmustur. Afelro-Q9F ve Afelro-S21Y/V22D’de bagil aktivite Afelro-WT’a
gore % 15-20 oraninda azalmakla beraber, optimum sicaklik araliklar1 ayn1 seyretmektedir.
Endiistriyel alanda kullanilan enzimlerin optimum sicakliginin 40 °C {izerinde olmasi
tercih edilir. Iro proteini ilizerinde yapilan mutasyon caligmalarinin, enzimin optimum
sicaklig1 izerine herhangi bir olumlu etki yapmadig1 goriilmistiir.

Acidithiobacillus ferrooxidans bakterisi optimal gelismeyi pH 1,8-2,0 araliginda
gostermektedir (Vian, 1986). Endiistriyel kullanim sirasinda bakterinin metabolik
atiklarindan dolay1 pH yiikselir. Ortam pH’sin1 optimumda tutabilmek igin periyodik
olarak reaktorlere asit eklenmektedir. Yaptigimiz ¢alismada E. coli BL21 (DE3) hiicresi

igerisinde iiretilen Iro proteininin optimum pH’s1 4,0 olarak belirlenmistir. Bu 6zelligin
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endiistriyel acidan faydali olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica Iro proteini hiicreden
ekstrakte edilip saflastirilarak kullanildigi takdirde, herhangi bir metabolik atik
olmayacagindan, ortam pH’s1 degismeyecektir. Fe(Il)’nin Fe(Ill)’e oksidasyonu sirasinda
ortamin elektrik potansiyelinde (pE) degisim olur (pE = 13,03), fakat bu potansiyel
suyunkine olduk¢a yakin oldugu i¢in (pE = 13,6) pH’da degisiklige neden olmaz (Stumm
ve Morgan, 1996). Bu nedenle ortam asiditesinin strekli kontroliine gerek kalmayacaktir.

Afelro-Q9F ve Afelro-S21Y/V22D mutantlarinin her ikisinde de optimum pH’nin 3,5
oldugu gorilmiistir. Bu deger Acidithiobacillus ferrooxidans bakterisi optimal gelisim
pH’sindan daha iyi olmakla birlikte, saflastiritlmis Afelro-WT enziminden daha disiiktiir.
SPSS analizleri sonucunda, yaban tip ve mutant enzimler arasindaki bu pH farkinin 6nemli
olmadig1 belirlendi. Bununla beraber artan pH’larda (pH 5,0-8,0) Afelro-S21Y/V22D
mutanti, yaban tipe gore daha kararli goriinmektedir. pH 8,0’¢ ¢iktiginda dahi Afelro-
S21Y/V22D’de, enzim aktivitesi % 15 oraninda devam etmektedir. Afelro-WT ve Afelro-
Q9F’de ise pH 6,5’den sonra aktivite gorilmemektedir. pH analizleri sonucu elde edilen
veriler SPSS programu ile istatistiksel olarak karsilastirildiginda da Afelro-S21Y/V22D
mutantinin pH 6,5 ve yukarisindaki reaksiyonlardan elde edilen degerleri ayr1 bir grup
olusturmaktadir. Bu veriler S21Y/V22D mutasyonunun, proteinin pH toleransini
arttirdigini gostermektedir.

Enzim kararlilig1 ile ilgili yapilan calismalarda yaban tip Iro proteininin en iyi
aktiviteyi 5. dakikada verdigi, 10 dakikadan sonra aktivitede diisiis gozlendigi ve bu
diististin 20. dakikaya kadar devam ettigi gozlendi. 20. dakikadan sonra ise oldukca
azalmakla beraber, sabit devam ettigi goriildii. Oda sicakliginda yapilan bu analizlerde, saf
haldeki enzimin uzun siireli caligmalarda kararliligin1 koruyamadigi belirlendi. Afelro-Q9F
mutantinda da yaban tip Iro enzimine (Afelro-WT) benzer sekilde, oda sicakliginda zamana
bagl olarak aktivitede azalma goriilmektedir. Afelro-S21Y/V22D mutantinda ise yine en
iyi aktivite 5. dakikada goriilmiis, 10, dakikada aktivite diigmiistiir fakat 10. dakikadan
sonra Onemli bir azalma olmamustir. 25. dakikada dahi Afelro-S21Y/V22D aktivitesi
devam etmis ve yaban tipe gore fazla oldugu goriilmiistiir. Yaban tip iro proteininde 25.
dakika sonunda aktivite % 80’e diiserken, S21Y/V22D mutantinda % 88’e diismiistiir.
Ancak yapilan istatistiksel analizlerde (SPSS), Afelro-S21Y/V22D’de goriilen farkin
onemsiz oldugu belirlendi. Q9F mutantinda ise 25. dakika sonunda aktivitenin yaban tipte

oldugu gibi % 80’e diistligli goriildii.
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Acidithiobacillus ferrooxidans bakterisi Iro proteininin kinetik parametreleri
giiniimiize kadar incelenmemistir. Yaptigimiz c¢alismada A. ferrooxidans M1 susu Iro
enziminin Kinetik 6zellikleri ilk defa belirlendi, ayrica mutant proteinlerin de kinetik
parametreleri incelenerek bir fark olusturup olusturmadiklar1 belirlendi. Bir enzimin
kinetik ozellikleri incelendiginde katalitik etkinliginin yiiksek olmasi yani, diisiik Km
degerine ve yiiksek Vmax Ve Kcat degerlerine sahip olmasi arzu edilir. Iro enziminin bu
Ozellikleri daha onceden incelenmediginden yaptigimiz calisma bir ilktir. Yaban tip Iro
enzimi mutant enzimlerle karsilastirildiginda, kinetik parametrelerinde 6nemli bir farklilik
olmadig1 gbzlendi (Tablo 7). Standart sapmalar da dikkate alindiginda her ii¢ proteinin de
Km Ve Vmax degerleri hemen hemen aynidir. Keat ve katalitik aktivite degerleri de birbirine
olduk¢a yakin olmakla beraber mutant proteinlerin katalitik aktivitesinde yaklasik 0,2
birimlik bir artig vardir. Spektrofotometrede 512 nm dalga boyunda yapilan 6lgtimlerde her
li¢ proteinin de bagil aktivitesinin birbirine ¢ok yakin olmasi, hatta yaban tip Iro enziminin
aktivitesinin az da olsa fazla olmasi, katalitik aktivitedeki 0,2 birimlik artisin 6nemsiz
oldugunu gostermektedir. SPSS programi ile yapilan istatistiksel analizlerde de bu farkin
Oonemsiz oldugu gorildi.

Endustriyel alanda bircok enzimin Kmn degerinin 0,01 mM ile 100 mM arasinda
oldugu bildirilmistir (Fullbrook, 1996). FeSO4.7H20 substrat olarak kullanidiginda
Acidithiobacillus ferrooxidans M1 susu yaban tip Iro enzimi (IroWT) ve S21Y/V22D
mutantinin Ky degeri 0,27 mM, Q9F mutantinin Ky degeri de 0,25 mM olarak

bulunmustur. Bu degerlerin endiistriyel agidan iyi oldugu diisiiniilmektedir.

Tablo 7. Yaban tip ve mutant enzimlerin sahip olduklar1 6zellikler agisindan

karsilastirilmalari
Demir Optimum | Optimum Km Vmax Keat Katalitik
oksidaz sicaklik pH (mM) (umol/dk/mg) | (1/sn) etkinlik
(°C) Keat/Km
IrowT 25 4,0 0,27 +0,09 | 0,083%x0,01 0,29 1,07
Q9F 25 3,5 0,25+0,07 | 0,087 +0,01 0,30 1,21
S21Y/V22D 25 3,5 0,27 £0,07 | 0,094 £0,01 0,33 1,22

Acidithiobacillus ferrooxidans M1 susu Iro enzimi fiizerine c¢esitli inhibit6rlerin
etkileri incelendiginde en biiylik inhibisyonu B-merkaptoetanol ve DTT’nin yaptig
goriildii. B-merkaptoetanol, SH-grubu (tiyol grubu) inhibitoridar, disilfit baglarim
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stlfhidril formlarina indirgeyerek kirar (Shapira ve Arnon, 1969). DTT ise benzer sekilde
SH-grubu ve disilfit grubu (-S-S-) inhibitorii olarak bilinir (Cleland, 1964) ve ayni
zamanda antioksidan olarak gorev yapar. p-merkaptoetanol enzim aktivitesini % 12’ye
diistiriirken DTT’de aktiviteyi % 13’e diislirmiistiir. Bu veriler dogrultusunda, bu enzimin
aktivite icin serbest SH gruplarina veya S-S koprilerine ihtiya¢ duydugu yorumu
yapilabilir. Polar ¢ozici olan DMSO ile anyonik bir deterjan olan Triton X-100’ln
Acidithiobacillus ferrooxidans M1 susu Iro enzimi aktivitesi Uzerinde ¢ok fazla bir etkisi
olmayip, DMSO aktiviteyi % 91’e, Triton X-100 ise % 93¢ diisiirmiistiir. Bunlar disinda,
organik cozuculer olan izopropanolin aktiviteyi % 79'a, etanolin de % 62’ye kadar
diisiirdiigii gozlendi. Iyonik bir deterjan olan SDS’in Iro enzim aktivitesi Uizerine etkisi
incelenmis fakat sonu¢ alinamamistir. Bunun nedeninin SDS’in iyonik yapisindan dolayz,
yine iyonik olan substrat ile (FeSO4.7H20) baglar olusturarak ortamda bulunan Fe(ll)
miktarinin 6l¢lilmesini inhibe etmesi oldugu diisliniilmektedir. Yine metal selatlayict olan
EDTA’nin da benzer etki gostermesinden dolayr bu maddenin enzim iizerine etkisi
incelenememistir. Kullanilan inhibit6rlerin Afelro-Q9F ve Afelro-S21Y/V22D mutantlar
tizerine etkileri de incelenmis, sonugta inhibitérlerin mutantlara etkilerinin yaban tiple ayni
oldugu goriilmiistiir.

Yapilan galismalar sonucunda Acidithiobacillus ferrooxidans M1 susu Iro proteininin
E. coli BL21 (DE3) hiicresi igerisinde ekspres edilerek saflastirildiginda aktivitesini
kaybetmedigi, Fe(Il)’yi ylikseltgeme 6zelligini muhafaza ettigi goriildii. Bu enzimin hiicre
disinda ekspres edildiginde, orijinal hiicreye gore daha yiiksek pH’larda aktivite
gosterebildigi goriildii. Enzim iizerinde yapilan mutasyon c¢aligmalarinda, mutant
enzimlerin karakterlerinde 6nemli bir degisim olmadigi belirlendi. Bununla beraber,
S21Y/V22D mutant enziminin kararliligi yaban tipe goére artis gostermistir. Bunun
nedeninin yan zincirinin 6énemli bir reaktif 6zelligi bulunmayan valin amino asidinin
yerine, kuvvetli tuz koprileri yaparak protein kararliligini arttiran aspartik asitin konulmasi

oldugu diisiiniilmektedir.



5. SONUCLAR

Yapilan bu ¢alismada Espiye Bakir madeni (Giresun), Murgul Bakir madeni (Artvin)
ve Glimlighane’nin Zigana kdyiinde bulunan asidik su kaynaklarindan alinan su
orneklerinde asidofilik bakterilerin varligi incelenmistir. 16 farkli noktadan alinan su
orneklerinin 12’sinde asidofilik bakterilerin varligi belirlenmistir. 12 farkli izolatin tiir
diizeyinde tanimlanmasin1 saglamak amaciyla 16S rRNA genleri incelenmis, PCR
yardimiyla arttirllan 16S rRNA genleri uygun bir vektore klonlandiktan sonra baz
dizilerinin ortaya g¢ikarilmasi i¢in baz dizin analizi yapilmistir. Dizin analizi sonucunda
elde edilen 4 izolatin Acidithiobacillus ferrooxidans, 3 izolatin Acidiphilium multivorum,
bir izolatin Acidocella aluminiidurans, bir izolatin Acidithiobacillus ferrovirans, bir
izolatin Acidocella facilis ve iki izolatin da Acidocella sp. tiirlerine ait oldugu
belirlenmistir. Ayrica Espiye Bakir madeninden alinan KR1 kodlu su 6rnegi ii¢ farklh
sekilde inkiibe edilmis ve her inkiibasyon sonunda farkli bir bakteriye rastlanmistir. Bu
ornek, Iron Salts (TK) besiyerinde 30 °C’de inkiibe edildiginde Acidithiobacillus
ferrooxidans, ayni besiyerinde 37 °C’de inkiibe edildiginde Leptospirillum ferrooxidans ve
10 g/l pirit iceren besiyerinde, 55 °C’de inkiibe edildiginde ise Sulfolobus metallicus
tlriinii vermistir. Bu sonuclar karisik kiiltiirde enerji kaynaginin ve sicakligin baskin
mikroorganizmay: degistirdigini géstermistir.

Murgul Bakir Madeninden elde edilen Acidithiobacillus ferrooxidans M1 susunun
Iro enzimini karakterize etmek amaciyla bu proteini kodlayan iro geni PCR yardimi ile
cogaltilarak tum baz dizisi belirlendi, genin sinyal peptidini kodlayan kismi
uzaklastirilarak pET-28a(+) vektorine klonland: ve E. coli BL21 (DE3) hiicresi igerisinde
ekspres edildi. Protein, HisLink Protein Purification Resin kolon maddesi ile saflastirildi
ve biyokimyasal calismalar yapilarak karakterizasyonu tamamlandi. Elde edilen verilere
gore Acidithiobacillus ferrooxidans M1 susu Iro proteininin optimum sicakligi 25 °C ve
optimum pH’smin 4,0 oldugu belirlendi. Enzimin Kn degeri 0,27 = 0,09 mM, Vmax degeri
0,083 + 0,01 pumol/dk/mg protein, Kecat degeri 0,29 (1/sn), katalitik etkinligini gosteren
Kcat/Km degeri ise 1,07 olarak hesaplandi.

Acidithiobacillus ferrooxidans M1 susu Iro enzimi izerinde bdlge 6zgin mutasyon
(Site Directed Mutagenesis) yontemi ile iki farkli mutasyon gerceklestirildi. Q9F ve

S21Y/V22D olarak isimlendirilen bu mutasyonlarin, proteinin biyokimyasal 6zellikleri
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tizerinde ekstrem bir degisiklige neden olmadigi gorildi. Mutant enzimlerin optimum
sicakligi yine 25 °C iken optimum pH’larinin 3,5’e distigi gorildi. S21Y/V22D
mutantinda pH kararlili§inin arttifn  spektrofotometrik analizlerle ve istatistiksel
degerlendirmelerle belirlendi. Enzimin kararlihigini belirlemek icin oda sicakliginda
yapilan deneylerde, 25. dakikanin sonunda yaban tip Iro enzimi ve Q9F mutantinin
aktivitesi % 80’e diiserken, S21Y/V22D mutantinda aktivitenin % 88’e diistiigii goriildii.
Bunun nedeninin, proteinin aktif bolgesinde bulunan valin amino asiti yerine kuvvetli tuz
kopriileri yapma Ozelligine sahip aspartik asitin konulmasi oldugu disiiniildii. Ancak
istatistiksel analizler sonucunda, S21Y/V22D mutantinin 1s1l kararliliginda goriilen bu
farkin 6nemli olmadig: belirlendi. S21Y/V22D mutantinin Vmax degeri de yaban tipe gore
az miktarda artmis olmakla beraber bu artigin aktivitede onemli etkiye yol agacak kadar
bliyiik olmadigr goriildii. S21Y/V22D mutantinin K degeri 0,27 £ 0,07 mM, Vmax degeri
0,094 + 0,01 pumol/dk/mg protein, Kecat degeri 0,33 (1/sn), katalitik etkinligini gosteren
Keat/Km degeri ise 1,22 olarak hesaplandi. Q9F mutantinda ise elde edilen degerler su
sekildedir: Km degeri 0,25 + 0,07 mM, Vmax degeri 0,087 £+ 0,01 umol/dk/mg protein, Keat
degeri 0,30 (1/sn) ve katalitik etkinligini gosteren Kcat/Km degeri 1,21.



6. ONERILER

Asidofilik bakteriler biyo-madencilikte yaygin olarak kullanilmaktadir ancak bu
bakterilerin kiiltivasyonu oldukca zordur. Diisiik pH’larda (pH < 3) gelisim gdsteren bu
bakterilerin metabolik aktiviteleri sonucu pH yiikseldiginden, ortam pH’sinin siirekli
kontrol altinda tutulmasi ve ortama asit eklenmesi gerekmektedir. E. coli hiicresi icerisinde
asir1 miktarda ¢ogaltilan Acidithiobacillus ferrooxidans M1 susu Iro proteininin pH
tolerans1 daha yiiksektir (pH 4,0) ancak uzun siire kararliligin1 koruyamamaktadir. Yapilan
mutasyonlarla enzimin kararliligt bir miktar arttirilmis olmakla beraber endiistriyel
kulanim i¢in yeterli olmadig1 diisliniilmektedir. Bu nedenle enzimin aktif bolgesinde
yapilacak farkli mutasyonlarla enzimin kararliligi daha da artirilabilir.

Biyo-madencilikte kullanilan bakterilerin yiiksek 1siya tolerans gOstermesi,
oksidasyon tepkimelerinin yliksek 1sida daha hizli ger¢ceklesmesi nedeni ile arzu edilen bir
oOzelliktir. Acidithiobacillus ferrooxidans M1 susu Iro enziminin 1stya direncini mutasyonla
artirarak endiistriyel acidan aranan bir enzim olmast saglanabilir. Ayrica yliksek
sicakliklarda aktivite gosteren Leptospirillum ve Sulfolobus gibi asidofilik turlerin demir
oksidasyonunda gorevli enzimleri de karakterize edilerek endiistride kullanimlari
saglanabilir.

Asidofilik bakterilerin gelisim siireci 3 giin ile bir hafta arasinda degisim
gostermektedir. Bu bakterilerden elde edilen enzimlerin E. coli hicresi igerisinde bir
gecede asirt ekspresyonu saglanmaktadir. Bu sekilde reaktorlerde direkt bakteriyi
kullanmak yerine, E. coli hiicresi igerisinde ekspres edilmis enzimlerinin kullaniminin
zaman kazanma agisindan 1yi bir yontem olacagi diisiiniilmektedir.

Ayrica  Acidithiobacillus  ferrooxidans M1  susunda demir oksidasyon
mekanizmasinda goérev alan diger enzimlerin de klonlanarak karakterize edilmesi, daha iyi

demir oksidasyonu saglama agisindan 6nemli olacaktir.
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8. EKLER

Ek 1. Asidofilik bakteri izolatlarimin 16S rRNA Genlerinin Baz Siralar
KR1 izolat1

ACGACACTCAGTACGCTAGGCACCAAACATCTAGTATTCATCGTTTAGGGCGTGGACTACC
AGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCCTCAGCGTCAGTATTGGGCCAGG
TGGCCGCCTTCGCCACTGATGTTCCTCCAGATATCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAA
TTCCACCCACCCCTCTCCCATACTCTAGTGCGCCGGTTTCTACCGCCATTCCCAGGTTGAG
CCCGGGGATTTCACGACAGACCTAACGTACCGCCTACGCACCCTTTACGCCCAGTGATTCC
GATTAACGCTTGCACCCCCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCT
TCTTGGATTCACGTCAACAGCAGATTGTATTAGAACCCACCTTTTCGTCCTCCACGAAAGG
ACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCATCCACGCGGCATTGCTTCGTCAGGGTTGCCCCCAT
TGCGAAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGT
GGCTGGTCGTCCTCTCAGACCAGCTACCGATCGTCGCCTTGGTGGGCCTTTACCCCGCCAA
CTAGCTAATCGGACGTAGGCTCCTCTCTTAGCGCGAGGTCCGAAGATCCCCCGCTTTCCCC
CTCAGGGCTCATGCGGTATTAGCCCAAGTTTCCCTGGGTTGTCCCCCACTAAAAGACAGAT
TCCTACGCATTACTCACCCGTCCGCCACTCGTCAGCATCCGAAGACCTGTTACCGTTCGAC
TTGCATGTGTTAGGCATGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAATTCG
AATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCATGNGA

KR2 izolat1

TCAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTGTGCTTACCGCGTTAGCTACGACACTGAAGT
GCTAAGCACCCCAACATCCAGCACACATCGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATC
CTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTAATGGACCAGGTTGCCGCCTTCGC
CACCGGTGTTCTTTCCAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTGGAAATTCCACAACCCTC
TTCCATACTCAAGACAACACGTCTCAGACGCAGTCCCCAGGTTGAGCCCAGGAATTTCACG
CCTGACTGTGCCGTCCGCCTACGCGCCCTTTACGCCCAGTCATTCCGAGCAACGCTAGCCC
CCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGAGCTTATTCTGCGGGTACCGTC
ATCATCGTCCCCGCCAAAAGGACTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCATCCACGCGGCATTG
CTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGG
GCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTACTGATCGCAGGCTT
GGTAGGCCTTTACCCCACCAACTACCTAATCAGACGCAGGCTCCTCCTCAGGCGACTTTCG
CCTTTGCCCCTCAGGGATCATGCGGTATTAGCCGTAGTTTCCCACGGTTGTCCCCCACCCA
AGGATAGATTCCTACGCGTTACTCACCCGTCCGCCACTGACAGGTTGCCCTGCCCGTGCGA
CTTGCATGTGTTAAGCATGCCGCCAGCGTTCGCTCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAATAA
TCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCATGNANNC
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Ek 1.’in devami
KR3 izolat

TTTCAACCTTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTGTGCTTACCGCGTTAGCTACGACACTGA
AGTGCTAAGCACCCCAACATCCAGCACACATCGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTA
ATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTAATGGACCAGGTTGCCGCCTT
CGCCACCGGTGTTCTTTCCAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTGGAAATTCCACAACC
CTCTTCCATACTCAAGACAACACGTCTCAGACGCAGTCCCCAGGTTGAGCCCAGGAATTTC
ACGCCTGACTGTGCCGTCCGCCTACGCGCCCTTTACGCCCAGTCATTCCGAGCAACGCTAG
CCCCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGAGCTTATTCTGCGGGTACC
GTCATCATCGTCCCCGCCAAAAGGACTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCATCCACGCGGCA
TTGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTC
TGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTACTGATCGCAGG
CTTGGTAGGCCTTTACCCCACCAACTACCTAATCAGACGCAGGCTCCTCCTCAGGCGACTT
TCGCCTTTGCCCCTCAGGGATCATGCGGTATTAGCCGTAGTTTCCCACGGTTGTCCCCCAC
CCAAGGATAGATTCCTACGCGTTACTCACCCGTCCGCCACTGACAGGTTGCCCTGCCCGTG
CGACTTGCATGTGTTAAGCATGCCGCCAGCGTTCGCTCTGAGCCATGATCAAACTCTAGAA
TAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCATGCGATA

KR 4 izolat1

ATGGCTCAGAGCGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGCGCGGTCAGCAATGG
CAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGAATCTATCCCAGGGTGGGGGACAACAGCGGGA
AACTGCTGCTAATACCGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTTGGGAGGAGC
CTGCGTCTGATTAGCTTGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGT
CTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAG
GTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTTGGCAGGGACGATGATGACGGTACCTGCAGAATAAGCC
CCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATGA
CTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCATGTACAGTCAGAAGTGAAATTCCTGGGCTCAACC
TGGGGACTGCTTTTGATACGTGCAAGCTAGAGTGAGGAAGAGGGTTGTGGAATTTCCAGTG
TAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGAAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGGTCCT
TAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGGAACTTAGTTTCTCAGTGTCGTAGCTAACGC
GATAAGCACACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGGA
TTTGACATGGGGGAGGACCGGTACAGAGATGTACTTTTCCCGCAAGGGACCTTCCGCACAG
GTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTTGCCTTTAGTTGCCATCATTTAAGTTGGGCACTCTAAA
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Ek 1.’in devami
KRS5 izolati

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGC
TGATCCGCGATTACTAGCGATTCCACCTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGAAC
TGAGACGGCTTTTTGAGATCAGCTCGGTGTCACCACCTGGCTTCCCACTGTCACCGCCATT
GTAGCACGTGTGTAGCCCAGGACATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCC
TCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCCTAGAGTGCCCGGCCGAACCGCTGGCAACTAAGGACA
AGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCAT
GCAGCACCTGTGTTCCGATTCCCCGAAGGGCACTTCCGCATCTCTGCAGAATTCCGGACAT
GTCAAGCCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGT
GCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTTCCCAGGCGGAATAC
TTATCGCGTTAGCTACGACACTCAGTACGCTAGGCACCAAACATCTAGTATTCATCGTTTA
GGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCCTCAGCGTC
AGTATTGGGCCAGGTGGCCGCCTTCGCCACTGATGTTCCTCCAGATATCTACGCATTTCAC
CGCTACACCTGGAATTCCACCACCCTCTCCCATACTCTAGTGCGCCGGTTTCTACCGCCAT
TCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACGACAGACCTAACGTACCGCCTACGCACCCTTTACG
CCCAGTGATTCCGATTAACGC

KR6 izolat1

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATGC
TGATCCACGATTACTAGCGATTCCACCTTCATGTACTCGAGTTGCAGAGTACAATCTGAAC
TGAGATGGCTTTTAGAGATCAGCACGGTATCACTACCTAGCTTCCCACTGTCACCACCATT
GTAGCACGTGTGTAGCCCAGGACATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCC
TCCGGCTTGTCACCGGCAGTTCCTCTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAAAGGCAA
GGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATG
CAGCACCTGTGCGGAAGGTCCCTTGCGGGAAAAGTACATCTCTGTACCGGTCCTCCCCATG
TCAAATCCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTG
CGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTGTGCT
TATCGCGTTAGCTACGACACTGAAGTGCTAAGCACCCCAACATCCAGCACACATCGTTTAC
AGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCA
GTAATGGACCAGGTTGCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCTTTCCAATATCTACGAATTTCACC
TCTACACTGGAAATTCCACAACCCTCTTCCATACTCAAGACAACACGTCTCAGACGCAGTC
CCCAGGTTGAGCCCAGGAATTTCACGCCTGACCGTGCCGTCCGCCTACGCGCCCTTTACGC
CCAGTCATTCCGAGCAACGCTAGCCCCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAG
CCGGAGCTTATTCTGCGGGTACCGTCATCATCGTCCCCGCCAAAAGGACTTTACAATCCGA
AGACCTTCTTCATCCACGCGGCATTGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTC
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Ek 1.’in devami
KR7 izolat

ATGGCTCAGAGCGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGCACGGGCAGGGCAAC
CTGTCAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGAATCTATCCTTGGGTGGGGGACAACCGT
GGGAAACTACGGCTAATACCGCATGATCCCTGAGGGGCAAAGGCGAAAGTCGCCTGAGGAG
GAGCCTGCGTCTGATTAGGTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGCCTGCGATCAGTAGC
TGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAA
GAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTTGGCAGGGACGATGATGACGGTACCTGCAGAATA
AGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGA
ATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCATGTACAGTCAGAAGTGAAATTCCTGGGCTC
AACCTGGGGACTGCTTTTGATACGTGCAAGCTAGAGTGAGGAAGAGGGTTGTGGAATTTCC
AGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGAAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGG
TCCTTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGGAACTTAGTTTCTCAGTGTCGTAGCTA
ACGCGATAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCA
GGATTTGACATGGGGAGGACCGGTACAGAGATGTACTTTTCCCGCAAGGGACCTTCCGCAC
AGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG
CGCAACCCTTGCCTTTAGTTGGCATCATTTAGTTGGGCACTCTAA

KRS izolat1

ATGGCTCAGAGCGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGCGCGGTCAGCAATGG
CAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGAATCTATCCCAGGGTGGGGGACAACAGCGGGA
AACTGCTGCTAATACCGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTTGGGAGGAGC
CTGCGTCTGATTAGCTTGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGT
CTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTGGGGAATTTTTCGCAATGGGGGCAACCCTGACGAAGCAATGCCGCGTGGATGAAGAAG
GCCTTCGGGTTGTAAAGTCCTTTCGTGGGGGACGAAAAGGTGGTTCCTAATACGAGCTGCT
GTTGACGTGAACCCAAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGG
GGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTACGTTAGGTC
TGTCGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAATGGCGGTAGAAACCGGCGAACTAGAGTATG
GGAGAGGGTGGGTGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAACATC
AGTGGCGAAGGCGGCCACCTGGCCCAATACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGAATACTAGATGTTTGGTACCT
AGCGTACTGAGTGTCGTAGCTAACGCGATAAGTATTCCGCCTGGGAAGTACGGCCGCAAGG
TTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAACCATGGTGGTTTAATTC
GATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATGTCCGGAATCCTGCAGAGAATGCGGG
AGTGCCCTTCGGGGAATCGGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCCTGGA
GAAGGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTA
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Ek 1.’in devami
KR9 izolat:

ATGGCTCAGAGCGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGCGCGGTCAGCAATGG
CAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGAATCTATCCCAGGGTGGGGGACAACAGCGGGA
AACTGCTGCTAATACCGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTTGGGAGGAGC
CTGCGTCTGATTAGCTTGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGT
CTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAG
GTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTTGGCAGGGACGATGATGACGGTACCTGCAGAATAAGCC
CCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATGA
CTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCATGTACAGTCAGAAGTGAAATTCCTGGGCTCAACC
TGGGGACTGCTTTTGATACGTGCAAGCTAGAGTGAGGAAGAGGGTTGTGGAATTTCCAGTG
TAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGAAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGGTCCT
TAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGGAACTTAGTTTCTCAGTGTCGTAGCTAACGC
GATAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGGAT
TTGACATGGGGGAGGACCGGTACAGAGATGTACTTTTCCCGCAAGGGACCTTCCGCACAGG
TGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCCTGTCCTGAAA

KR10 izolat:

ATGGCTCAGAGCGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGCGCGGTCAGCAATGG
CAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGAATCTATCCCAGGGTGGGGGACAACAGCGGGA
AACTGCTGCTAATACCGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTTGGGAGGAGC
CTGCGTCTGATTAGCTTGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGT
CTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAG
GTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTTGGCAGGGACGATGATGACGGTACCTGCAGAATAAGCC
CCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATGA
CTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCATGTACAGTCAGAAGTGAAATTCCTGGGCTCAACC
TGGGGACTGCTTTTGATACGTGCAAGCTAGAGTGAGGAAGAGGGTTGTGGAATTTCCAGTG
TAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGAAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGGTCCT
TAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGGAACTTAGTTTCTCAGTGTCGTAGCTAACGC
GATAAGCACACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGGA
TTTGACATGGGGGAGGACCGGTACAGAGATGTACTTTTCCCGCAAGGGACCTTCCGCACAG
GTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTTGCCTTTAGTTGCCATCATTTAAGTTGGGCACTCTAAA
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Ek 1.’in devami
72 izolat1

ATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCATGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGTCT
TCGGATGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGCGTAGGAATCTGTCTTTTAGTGGGGG
ACAACCCAGGGAAACTTGGGCTAATACCGCATGAGCCCTGAGGGGGAAAGCGGGGGATCTT
CGGACCTCGCGCTAAGGGAGGAGCCTACGTCTGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTA
CCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTTCGCAATGGGGGCAACCCTGACGA
AGCAATGCCGCGTGGATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTCCTTTCGTGGAGGACGAAA
AGGCGGGTTCTAATACAATCTGCTGTTGACGTGAATCCAAGAAGAAGCACCGGCTAACTCC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCGTAAAG
GGTGCGTAGGCGGTACGTTAGGTCTGTCGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAATGGCGG
TGGAAACCGGCGGACTAGAGTATGGGAGAGGGGTNGGGTGGGAATTCCAGGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGAGATCTGGAGGAACATCAGTGGCGAAGGCGGCCACCTGGCCCAATACTGAC
GCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAA
ACGATGAATACTAGATGTTTGGTGCCACGCGTACTGAGTGTCGTAGCTAACGCGATAAGTA
1T

M1 izolat:

ATGGTACCGTGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGC
TGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGCAGTCGAGTTGCAGACTGCAATCCGAAC
TACGACGCGCTTTCTGGGGTCTGCTCCACCTCGCGGCTTGGCTTCCCTCTGTACGCGCCAT
TGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGACATAAAGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTC
CTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCCTAGAGTGCCCGGCCGAACCGCTGGCAACTAAGGAC
AAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCA
TGCAGCACCTGTGTTCCGATTCCCCGAAGGGCACTCCCGCATCTCTGCAGAATTCCGGACA
TGTCAAGCCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTG
TGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTTCCCAGGCGGAATA
CTTATCGCGTTAGCTACGACACTCAGTACGCTAGGTACCAAACATCTAGTATTCATCGTTT
AGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCCTCAGCGT
CAGTATTGGGCCAGGTGGCCGCCTTCGCCACTGATGTTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCA
CCGCTACACCTGGAATTCCACCACCCTCTCCCATACTCTAGTGCGCCGGTTTCTANCGGCC
ATTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTTCACGACAGACCTAACGTACNGCCTACGCACCCTTT
ACGACCAGTGATTTCCGATTAACGCTTGCACCCCCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGA
GTTAGCCGGTGCTTCTTCTTGGGTTCACGTCAACAGCAGATCGTATTAGGACCCGCCTTTT
CGTCCCCCACGAAAGGACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCATCCACGCGGCATTGCTTC
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Ek 1.’in devami
KR1 izolat1 (37 °C’de biiyiitiilmiis)

ATGGTACCGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCATCGTTCTG
ATATGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGAGGTCGAGTTGCAGACCTCAATCCGAACTG
GGACCGGTTTTCTCGGGTTTGCTCCGCCTCTCGGCATTGCCTCCGTCTGTACCGGCCATTG
TTGCACGTGTGTGGCCCTAGGCATAAAGGCCATGATGACTTGACGTCATCCTCTCCTTCCT
CCAACTTGTCGCTGGCAGTCCCCTTAGAGTGCCCGGCTTTACCCGATGGCAACAAAGGGCG
AGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTGAACCCAACACCTCACGGCACGAGCTGACGACAGCCAT
GCAGCACCTGTGTGATTGCCCGATTTGACGGGTCGCTCCCCTTTCGGTTCGCTACTGACCA
CATGTCAAGCCTAGGTAAGGTTCCTCGCGTTGCGTCGAATTAAACCACATGCACCACCGCT
TGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGG
TACTTACTGCGTTTGCTGCGGCACGGAGGGTTTAACCCCTCCACACTTAGTACCCATCGTT
TAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTCTCTCAGTG
TCAGGACTGTTCCAGGAAGCCGCCTTCGCCACCGGCCTTCCTTCTGATATCTACGCATTTC
ACCGCTACACCAGAAATTCCGCTTCCCTCTCCCAGCCTCCAGCCTGCCAGTCTCTTTGGCA
TTCCCATAGTTAAGCTACGGCCTTTCACCAAAGACTTGACAAACCACCTGCAGACTCTTTA
CGCCCAGTAATTCCGAACAACGCTTGCCACCTCTGTCTTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGT
TAGCCGTGGCTTATTCTCACGGTACCGTCATCGGGGGATATTTATTTGATATCCCTTTTTT
CGTCCCGAGTAAAAATGGGTTTACGAACCCGAAAGGCCTTCTTTCCCACACGCCGGGGTTG
CT

KR1 izolat1 (55 °C’de 10g/1 pirit icerisinde biiyiitiilmiis)

AAATCCGGTTGATCCTGCCGGACCCGACCGCTATCGGGGTGGGGCTAAGCCATGGGAGTCG
TACGCTCCCGGGCAAGGGAGCGTGGCGGACGGCTGAGTAACACGTGGCTAACCTACCCTGA
GGAGGGAGATAACCCCGGGAAACTGGGGATAATCTCCCATAGGCGAGGAGTCCTGGAACGG
TTCCTCGCTGAAAGGCTCATGGGCTATTCCCCGCTCATGAGCGCCTCAGGATGGGGCTGCG
GCCCATCAGGTAGTTGGGGGGGTAAGGGCCCCCCAAGCCTATAACGGGTAGGGGCCGTGAG
AGCGGGAGCCCCCAGTTGGGCACTGAGACAAGGGCCCAGGCCCTACGGGGCGCACCAGGCG
CGAAACGTCCCCAATGCGCGGAAGCGTGAGGGCGCCACCCCGAGTGCTCCCGTAAGGGAGC
TTTTCCCCGCTCTACAAAGGCGGGGGAATAAGCGGGGGGCAAGTCTGGTGTCAGCCGCCGC
GGTAATACCAGCCCCGCGAGTGGTCGGGACTCTTACTGGGCCTAAAGCGCCCGTAGCCGGC
CCGACAAGTCACTCCTTAAAGACCCCGGCTCAACCGGGGGAATGGGGGTGATACTGTCGGG
CTAGGGGGCGGGAGAGGCCAGCGGTACTCCCGGAGTAGGGGCGAAATCCTCAGATCTCGGG
AGGACCACCAGTGGCGAAAGCGGCTGGCTAGAACGCGCCCGACGGTGAGGGGCGAAAGCCG
GGGCAGCAAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCCGGCTGTAAACAATGCAGGCTAGGTGT
CACATGGGCTTAGAGCCCATGTGGTGCCGCAGGGAAGCCGTTAAGCCTGCCGCCTGGGGAG
TACGGTCGCAAGACTGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACCACAAGGGGTGGAACCT
GCGGCTCAATTGGAGTCAACGCCTGGAATCTTACCAGGGGAGACCGCAGGATGACGGCCAG
GCTAACGACCTTGCCTGACTCGCGGAGAGGAGGTGCATGGCCGTCGCCAGCTCGTGTTGTG
AAATGTCCTGTTA
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Ek 2. Acidithiobacillus ferrooxidans M1 Susuna Ait Demir Oksidaz Kodlayan iro
Geninin Baz Sirasi

ATGAGTGAGAAACTGAAGGAAACCGGAAATGCCAAGGCTGGGAACATAAGCCGTCGTGACA
TGTTGAAAGGTATCGCCATTACGGCCGGCGTCGTGGCTGCGGGGACGGTGGTCGGAGTAAA
TCCCATCGGTGCCGCCCATGCAGCGGGTAATTGCCCGGGGACCACGCCCAAGGCGGAAGTA
CAATATCAGCCACACCCCAAGGGGAAGGATCAGTGCTCTGTCTGCGCCAATTTTATTGCCC
CGAAGTGCTGTAAGGTGGTAGCCGGACCCGTCGCACCCGACGGGTATTGTATCGCGTTCAC
GCCGATGCCCGCATAA

Protein Sirasi

MSEKLKETGNAKAGN ISRRDMLKGIAITAGVVAAGTVVGVNP IGAAHAAGNCPGTTPKAEV
QYQPHPKGKDQCSVCANF IAPKCCKVVAGPVAPDGYCIAFTPMPA
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Ek 3. Iro Geninin Ribulokinaz Geni ile Birlestirilmesi Sonucunda Olusan Fiizyon
Geninin Baz Sirasi

ATGGGGAAAAAGTATGTCATTGGTATCGACTATGGGACGGAATCGGGACGCGCCGTCCTCG
TTGATCTGGAAGGGAACGAAATTGCGGACCACGTCACCCCGTATCATCACGGAGTCATTGA
TGAAGTGTTGCCGGAATCGAACGTACAACTAGAACCAGACTGGGCACTGCAGCACCCGGGC
GATTATATCGAAGTGTTGGCGACCGCTGTTCCAGCTGTATTGCAAAAGTCAGGGGTTAACC
CGGCGGATGTGATCGGGGTCGGAATTGATTTTACAGCTTGTACGATGTTGCCGATCTCTGG
CTCCGGCGAGCCGCTTTGCTTGAAGCCCGAATTCAAGCATCGCCCACACAGCTGGGTGAAA
TTGTGGAAGCATCATGCTGCCCAGGATGAAGCGAACTTGCTCAATGAAATGGCGGCGAAAA
GGGGGGAAGCGTTTTTACCGCGCTACGGTGGAAAAATTTCATCGGAATGGATGATTGCGAA
AATTTGGCAGATTCTGAATGAAGATCCGGATATTTATGACCAAACCGATCTCTTTTTAGAG
GCAACCGACTGGGTGATCTTCAAAATGACCGGTCAACTTGTGCGCAACAGCTGCACGGCCG
GTTATAAGTCGATTTGGCATAAACAAGACGGCTATCCGAGTAAGGAGTTTTTCAGAGCGCT
TGATCCGCGACTGGAACACTTAACAGAATCGAAACTTCGCGGTTCGATCGTTCCGCTCGGC
ACAAGGGCAGGAGTACTGACGAAGGAAATGGCGGCCATGATGGGCCTTCTTCCGGGAACAG
CCGTTGCAGTCGGAAATGTCGATGCTCATGCGGCCGTACCGGGTGTCGGGGTCGTTGAACC
GGGCAAAATGGTGATGGCGATGGGAACATCGATATGCCATATGTTACTTGGTACGGAAGAA
AAGTATGTGGAAGGAATGTGCGGGGTTGTCCAGGATGGCATCATTCCGGGATATTTCGGCT
ATGAAGCCGGGCAGTCAGCGGTGGGCGACATTTTCGCTTGGTATGTTGAACAAAGTGTTCC
GGCCTATGTGAAAGAAGCAGCGGAAAAAGAGGGAGTTAGTGTCCATGAGTGGCTTGAAAAG
CGAGCCGCTGCCTATCGGCCGGGGGAAACAGGACTGCTCGCTTTAGACTGGTGGAACGGAA
ACCGTTCAGTATTGGTCGACACGGATTTAACCGGGTTGATCATCGGTTATACGTTGCTGAC
GAAACCGGAAGAAATTTACCGTGCATTGCTTGAAGCAACGGCCTTCGGTACACGGAAAATT
ATCGACGCCTTTGTTGGAAGCGGTATCAATGTGGATGAGCTGTATGCATGTGGCGGATTGC
CACAAAAAAATAAGTTACTCATGCAAATTTATGCCGATGTGACCAACCGTGAGATTAAAAT
TGCAGCGTCGAAGCAAACTCCAGCGGTAGGAGCTGCTATGTTCGCGGCGGTCGCGGCCGGL
AAAGAAAACGGTGGGTATGAATCAATTATTGAAGCGGCACGAAACATGGGGAAAGTACGGG
AAGAAACATTCAAGCCAATTCCGGAGAATGTCGCCATTTATGAACAGTTGTATCAAGAATA
TACGAAGCTGCATGACTATTTTGGTCGTGGGGAAAACGATGTGATGAAGCGGCTTAAACAT
TGGAAAGAGACCGCACGGGCGGTGAAAAAATCTATAAGTTTATCGGACGACGACGACAAGC
TCGAGATGAGTGAGAAACTGAAGGAAACCGGAAATGCCAAGGCTGGGAACATAAGCCGTCG
TGACATGTTGAAAGGTATCGCCATTACGGCCGGCGTCGTGGCTGCGGGGACGGTGGTCGGA
GTAAATCCCATCGGTGCCGCCCATGCAGCGGGTAATTGCCCGGGGACCACGCCCAAGGCGG
AAGTACAATATCAGCCACACCCCAAGGGGAAGGATCAGTGCTCTGTCTGCGCCAATTTTAT
TGCCCCGAAGTGCTGTAAGGTGGTAGCCGGACCCGTCGCACCCGACGGGTATTGTATCGCG
TTCACGCCGATGCCCGCATAA
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Ek 3.”0Un devam

Protein sirasi

MGKKYVIGIDYGTESGRAVLVDLEGNEIADHVTPYHHGV IDEVLPESNVQLEPDWALQHPG
DY 1EVLATAVPAVLQKSGVNPADVIGVGIDFTACTMLP ISGSGEPLCLKPEFKHRPHSWVK
LWKHHAAQDEANLLNEMAAKRGEAFLPRYGGKISSEWMIAKIWQILNEDPDIYDQTDLFLE
ATDWVIFKMTGQLVRNSCTAGYKS IWHKQDGYPSKEFFRALDPRLEHLTESKLRGSIVPLG
TRAGVLTKEMAAMMGLLPGTAVAVGNVDAHAAVPGVGVVEPGKMVMAMGTS I CHMLLGTEE
KYVEGMCGVVEDG I IPGYFGYEAGQSAVGD I FAWYVEQSVPAYVKEAAEKEGVSVHEWLEK
RAAAYRPGETGLLALDWWNGNRSVLVDTDLTGL I IGYTLLTKPEEI'YRALLEATAFGTRKI
IDAFVGSGINVDELYACGGLPQKNKLLMQIYADVTNREIKTAASKQTPAVGAAMFAAVAAG
KENGGYES I 1EAARNMGKVREETFKP IPENVAIYEQLYQEYTKLHDYFGRGENDVMKRLKH
WKETARAVKKS I SLSDDDDKLEMSEKLKETGNAKAGN I SRRDMLKG IAITAGVVAAGTVVG
VNP 1GAAHAAGNCPGTTPKAEVQYQPHPKGKDQCSVCANF IAPKCCKVVAGPVAPDGYCIA
FTPMPA
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Ek 4. Sinyal Peptidi Cikarilan Demir Oksidaz Proteinini Kodlayan iro Geninin Baz
Sirasi

ATGGGGACCACGCCCAAGGCGGAAGTACAATATCAGCCACACCCCAAGGGGAAGGATCAGT

GCTCTGTCTGCGCCAATTTTATTGCCCCGAAGTGCTGTAAGGTGGTAGCCGGACCCGTCGC
ACCCGACGGGTATTGTATCGCGTTCACGCCGATGCCCGCATAA

Protein sirasi

MGTTPKAEVQYQPHPKGKDQCSVCANFIAPKCCKVVAGPVAPDGYCIAFTPMPA

Ek 5. Demir Oksidaz Proteinini Kodlayan iro Geni Q9F Mutantinin Baz Sirasi
ATGGGGACCACGCCCAAGGCGGAAGTATTCTATCAGCCACACCCCAAGGGGAAGGATCAGT

GCTCTGTCTGCGCCAATTTTATTGCCCCGAAGTGCTGTAAGGTGGTAGCCGGACCCGTCGC
ACCCGACGGGTATTGTATCGCGTTCACGCCGATGCCCGCATAA

Protein sirasi

MGTTPKAEVFYQPHPKGKDQCSVCANFIAPKCCKVVAGPVAPDGYCIAFTPMPA

Ek 6. Demir Oksidaz Proteinini Kodlayan iro Geni S21Y/V22D Mutantinin Baz Sirasi
ATGGGGACCACGCCCAAGGCGGAAGTACAATATCAGCCACACCCCAAGGGGAAGGATCAGT

GCTATGACTGCGCCAATTTTATTGCCCCGAAGTGCTGTAAGGTGGTAGCCGGACCCGTCGC
ACCCGACGGGTATTGTATCGCGTTCACGCCGATGCCCGCATAA

Protein sirasi

MGTTPKAEVQYQPHPKGKDQCYDCANF IAPKCCKVVAGPVAPDGYCIAFTPMPA
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