OZET
Doktora Tezi

Haloferax alexandrinus’dan (EURYARCHAEOTA-ARCHAEA)
ASIMILE EDICi NITRAT REDUKTAZ’IN SAFLASTIRILMASI VE
BiYOKIMYASAL KARAKTERIZASYONU

Volkan KILIC

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. H. Mehtap KUTLU
2010, 78 sayfa

Bu tezde halofilik arkeal olan H. alexandrinus’da asimile edici nitrat rediiktaz (NAS)
enziminin saflastirilmasi ve enzimin biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmistir.

H. alexandrinus Nas enziminin nitrat ve metil viyolojen i¢cin Km degerleri sirasiyla
0,045 mM ve 0,0065 mM olarak bulunmustur. Enzimin optimum pH’s1 9.5 ve optimum
sicakligi 50 °C olarak saptanmustir. Enzimin izoelektrik noktas1 5.3 olarak belirlenmistir.
NaCl konsantrasyonun artigina paralel olarak Nas enziminin aktivitesininde arttig1 gézlenmis
ve maksimum aktivitenin 3 M NaCl konsantrasyonunda oldugu belirlenmistir.

Farkli tuz konsantrasyonlari ile yapilan calismada H. alexandrinus Nas enziminin
aktivitesinin KCl ile NaCl’ye gore %100’iin lizerinde arttigi, ancak MgCl, ve AlCl; ile
yapilan karsilastirmada ise enzimin inhibe oldugu tesbit edilmistir.

H. alexandrinus Nas enziminin aktivitesinin siyaniir, azid, EDTA ve siilfit ile azaldigi,
DTT nin ise etkilemedigi tesbit edilmistir.

Saflastirma basamaklarindan sonra enzim 70 kat saflastirilmistir. SDS-PAGE ile
yapilan c¢alisma sonucunda ise saflagtirilan H. alexandrinus Nas’min molekiiler agirliginin
72+1.8 kDa ve monomer oldugu saptanmastir.
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The present thesis focuses on the purification and determination of biochemical
properties of assimilative nitrate reductase (Nas) enzyme.

Km values for H. alexandrinus Nas enzyme for nitrate and methyl viologen were
0,045 and 0,0065 mM. The optimal pH for the enzyme was 9.5 and the temprature was 50 °C.
Isoelectric point of the enzyme was determined as 5.3. Nas activity increased directly
proportional to the NaCl concentration and maximum activity was determined at 3 M NaCl
concentration.

The study was carried on with different concentrations of NaCl and H. alexandrinus
Nas enzyme activity was found to be increased over 100% with KCl when compared to NaCl.
MgCl, and AICI; salts inhibited the enzyme activity.

Nas activity of H. alexandrinus decreased by cyanide, azide, EDTA and sulphite but it
was not effected by DTT.

The enzyme was purified 70 fold at the end of purification steps. It was found to be a
monomer with 72 + 1.8 kDa molecular weight by SDS-PAGE analysis.

Keywords: Haloferax alexandrinus, Asimilatory nitrate reductase, Halophile, Archaea



1. GIRIS

1.1. Canhlarin Siniflandirilmasi

Gegmiste canlilar klasik olarak bitki ve hayvanlar olmak tizere 2 gruba
ayriliyordu. Ancak Heackel 1866 yilinda bu ayrimi degistirmis olup her iki
kategoriye yerlestirilmemis olan ve hem hayvan hem de bitkilerden ayrilan
ozelliklere sahip olan tek hiicreli basit protistlerin bu iki gruba dahil olmadigin
ortaya koyarak canlilar1 3’e ayirmigtir. Daha sonralar1 1938 de Chatton canlilart
prokaryotlar (nukleusa sahip olmayanlar) ve okaryotlar (hiicresel ¢ekirdege sahip
olan organizmalar) olarak 2 kategoriye ayirmis fakat bu kabul gérmemistir. leri
stirdiigii bu ayirima kars1 ¢ikilma nedeni temelde prokaryot ve dkaryot kavraminin
sitolojik temele dayali olmasiydi. Ayni1 yil Coeplanland bakterilerin dahil oldugu
yeni bir alemin varligin1 ortaya koymus ve canlilar1 4 dala ayirmistir. 1959 da
Whittaker mantar adinda yeni bir alemin varligini ortaya koymustur. Whittaker’in
yaptig1 bu simiflandirma temel alinarak canlilar monera, protista, hayvanlar,
bitkiler ve funguslar olmak iizere 5 alem altinda toplanmistir. Bu siniflandirma
yakin zamana kadar en c¢ok kabul gbéren yasamin temel organizasyon semasi
olmustur (Woese ve ark. 1990, Woese 1999).

20. yiizyilin baglarinda bakterilerin siniflandirilmasi mikrobiyologlar igin
bir sorun haline gelmeye baglamistir. Bu ylizden molekiiler yapilar ve dizilerin,
klasik fenotipik 6zelliklere gore evrimsel iliskileri daha iyi ortaya ¢ikardig
goriilmiistiir. Bakterilerin filogenetik olarak diizenlenmesi ve saf kiiltiirlerin elde
edilmesi amaciyla mikrobiyal biyogesitliligin analiz edilebilmesi i¢in yeni
teknikler gelistirilmistir. Bundan dolay1 taksonlarin tanimlanmasinda temel alinan
organizmal—hiicresel seviye, molekiiler diizeye (16S ve 18S rRNA dizi
karsilagtirmalart) kaydirilmistir. Siiflandirmada klasik fenotipik kriterlerin yerini
ribozomal RNA sekanslarin analizine dayanan molekiiler kriterler almistir. Bu
sekanslart yagamin evrimsel tarihinin miilkemmel belirtecleri kilan ise tim
organizmalarda korunuyor olmalaridir. Yaklasik 10 yil boyunca farkli Molekiiler
karsilagtirmalar sonucu diinyadaki yasam, 1977 yilinda Carl Woese tarafindan 3

ana gruba ayrilmistir: Bakteriler, Okaryotlar ve Arkeler. Bu siniflandirmada herbir



kategori "Domain" olarak adlandirilmis olup herbir domain 2 ya da daha fazla
alem icermektedir. Arke, Bakteri ve Okaryotlara bagl farkli alemler bulundugu
icin daha esnek ve daha aciklayict olmalarindan dolay1 en iist hiyerarsi seviyesini
adlandirmak amaciyla en yiiksek taksona Domain adinin verilmesi onerilmigtir

(Woese ve ark. 1990, Woese ve Fox, 1977).

Yasamin Filogenetik Agaci

Bakteriler Arkealar Okaryotlar
Green
Filamentous Slime
Spiroghetes bacfteria Entamoapae Mglds Apimals
G Methanosargina Fungi
! p;:f“im Methanobacterjurh Halgphiles —
c b P!roteobac & Methanococgu
yanobacter T, ook —
Thermoproteus
Planctomyce Pyrodicf?c Flagellates
g;:;:gg: Trichomonads
Thermotoga Microsporidia
Aquifex—_ Diplomonads

Sekil 1.1: Ribozomal kiigiik alt birimde bulunan 16S ve 18S rRNA dizilerine gore olusturulmus
filogenetik aga¢c (Woese 1999).

Bu filogenetik aga¢ sadece tek tip bir molekiiliin sekans analizleri
sonucunda ortaya c¢ikmamistir. Bununla birlikte glinimiizde gen ailelerinin
filogenetik caligmalar1 sonucunda bu gruplarin kokeninin bakteriler oldugu

anlasilmistir (Brown ve Doolittle, 1995).



1.2. Arkelerin Siniflandirmadaki Yeri ve Ozellikleri

1977°de Carl Woese ve George Fox, prokaryotlar1 16S rRNA dizilerine
gore smiflandirdiklart  filogenetik  agacdaki  diger bakterilerden ayrn
kiimelenmelerinden dolay1 arkeleri tanimlamislardir. Bu iki canli grubu
baslangicta birer alem veya alt alem olarak goriilmiis, Arkebakteriler ve
Obakteriler olarak adlandirilmislardir. Woese bu gruplarin canlilarin  temel
diizeyde birbirinden farkli birer kolu sayilmasi gerektigini savunmustur. Daha
sonra bu kavrami daha belirginlestirmek i¢in gruplari arkeler ve bakteriler olarak
yeniden adlandirmis ve bunlarin, dkaryotlar ile beraber canlilarin iic domaini
olusturdugunu 6ne siirmiistiir.

Arke domaini Crenarchaeota, Euryarchaeota ve Korarchaeota olmak
tizere ¢ filumdan olugmaktadir. Crenarchaeota alemi igerisinde Thermoproteus,
Pyrolobus ve Pyrodictum gibi hiper termofilik cinsleri i¢erirken, Euryarchaeota
filumu icerisinde Methanococcus, Methanobacterium gibi metanojenik ve
Halobacterium, Haloferax gibi ekstrem halofiller ve Thermoplasma cinsine ait
termofilik arkealar yer almaktadir. Korarchaeota filumu igerisinde ise heniiz
kiiltiire alinamayan ancak izolasyon, iiretim ortami ve kiiltiir sartlar1 ve metabolik
ozelliklerinin benzerliklerinden dolay1 hipertermofilik olabilecekleri diisiiniilen
tiyeleri bulundurur (Woese ve Wolfe 1985, Madigan ve ark. 2000, Wolfang ve
Klenk 2001).

Euryarchaeota  filumunda  sadece  Halobacteriales  ordosu  ve
Halobacteriaceae familyasi bulunmaktadir (Grant ve ark. 2001). Halobacteriales,
Euryarchaeota filumu icerisinde =~ Methanomicrobiales/Methanosar-cinales’e
(metanojenlere) yakin bir dallanma gdstermektedir (Oren 2001, Woese 1999).

Halofilik arkelerin prokaryotik, ancak bakteri smiflamasima girmeyen
canlilar oldugu belirtilmistir (Shand ve Perez 1999). Arkeler, prokaryotlara dahil
ve halofilik, metalojen ve siilfotermofilik organizmalar1 iceren bakteri ve
Okaryotlardan farkli bir gruptur. Bakteri ve Okaryotlarla benzer karakterler ve
molekiiler mekanizmalar gostermekle birlikte gliserolipit yapilari bakimindan
farklhidirlar. Fizyolojik Ozelliklerinin ¢ogu evrimsel tarihte diinya sicak ve

anaerobikken ortaya ¢iktigin1 gostermektedir.



Molekiiler biyolojide temel rolii olan genetik transkripsiyon ve translasyon
mekanizmalar1 bakterilere pek benzemeyip, c¢ogu bakimdan Okaryotlara
benzemektedir. Ornegin arke translasyonu okaryotik-benzeri baslatma (initiation)
ve uzatma (elongasyon) faktorleri kullanir. Trankripsiyonda okaryotlardaki gibi
TATA-baglanma proteinleri ve TFIIB rol oynar. Cogu arke tRNA ve rRNA
genlerinde arkelere 6zgii intronlar bulunur ki bunlar ne 6karyotik intronlara, ne de
bakteriyal intronlara benzer (Lake 1988, Giovannoni ve Stingl 2005). Onlar farkl
kilan ¢esitli bagka ozellikler de vardir. Bakteri ve 0karyotlarda oldugu gibi arkeler
de gliserollu fosfolipitlere sahiptirler. Ancak arke lipitlerinin ii¢ 6zelligi degisiktir
(Howland, 2000).

Arke lipitlerindeki gliserolun stereokimyasi bakteri ve Okaryotlardakinin
tersidir. Bu, farkli bir biyosentetik yol olduguna isarettir. Cogu bakteri ve
Okaryotun hiicre zarlar1 gliserol-lipit esterlerinden olusur, oysa arkelerin zarlar
gliserol-lipit eterlerinden olusur. Bakterilerde eter baglantili lipitler olsa dahi
bunlardaki gliserol sterokimyasi1 bakteriyel bicimdedir. Arke lipitleri izoprenoid
yan zincirlerden kurulmustur. Bu bes karbonlu bilesik bakteri ve dkaryotlardaki
bazi vitaminlerde yer almasina ragmen, yalnizca arkeler onu lipitlerinin ingasinda
kullanirlar. Cogunlukla bu lipitler 20 karbonlu (4 monomerden olusmus) veya 40
karbonlu (8 monomer) olurlar. Kirk karbonlu lipitlerin uzunlugu hiicre zarinin
kalinlig1 kadar oldugu icin bazi arkealarn hiicre zarinda bu lipit zincirinin iki
ucunda gliserol fosfat gruplart baglidir, zar baska canli tiirlerinde oldugu gibi iki
lipit tabakasindan degil, tek bir tabakadan olusur. Tek tabakali zar 6zellikle
termofilik arkelerde yaygindir (Howland, 2000).Arke hiicre duvarlar1 da bakteri
ve Okaryotlarda ender goriilen 6zelliklere sahiptir. Ornegin, ¢ogu arkenin hiicre
duvar1 S-tabakasi olarak adlandirilan yiizey proteinlerinden olusur. S-tabakasi
bakterilerde de goriiliir, baz1 canlilarda hiicre duvarmin tek bilesenidir (6rnegin
Planctomyces) veya peptidoglikanli canlilarda bir dis tabaka olusturur.
Metanojenlerin  bir grubu haricinde arkelerde peptidoglikan duvar yoktur.
Metanojenlerde olan peptidoglikan dahi bakterilerdekinden ¢ok farklidir.

Arke hiicrelerin ¢aplar1 0.1 um ile 15 um'nin {stii arasinda degisir. Bazilari
Obeklesir veya 200 um'ye varan iplik¢ikler olusturabilir. Cok cesitli sekillere sahip

olabilirler, kiiresel, ¢ubuk, spiral, yumrulu, yassi kare sekilli veya dikdortgen



olabilirler. Cizelge 1.1°de Bakteri, arke ve 0karyotlar arasindaki bazi karakteristik

farkliliklar 6zetlenmistir (Madigan ve ark. 2000, Woese 1999).

Cizelge 1.1. Bakteri, Arke ve Okaryotlar arasindaki farkliliklar

OZELLIKLER
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Plazmid bulunusu
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Ribozomal RNA
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Azot fiksasyonu
Denitrifikasyon
Metan olusturma
Klorofille fotosentez
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Prokaryotik hiicre yapist
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1.2.1. Arkelerin Yasam Yerleri

Cogu arke ekstremofildir. Bazis1 yiiksek sicakliklarda, geyzerlerde veya
deniz dibi sicak su kaynaklarinda olugu gibi, ¢ogu zaman 100 °C'nin iistiinde
yasarlar. Digerleri ¢ok soguk ortamlarda, veya asir1 tuzlu, asit veya alkali
ortamlarda bulunurlar. Buna karsin baska arkeler i1liman sartlarda yasarlar
(mezofil), bataklik, deniz suyu, toprak ve atik sularda bulunmuslardir. Cogu
metanojenik bakteri gevis getiren hayvanlarin, insanlarin ve termitlerin sindirim
sisteminde bulunur. Arkeler genelde diger organizmalar igin zararsizdir ve
hastalik etmeni olarak bilineni yoktur. Arkeler tercih ettikleri habitatlarina gore {i¢
gruba ayrilirlar. Bunlar tuzsevenler (halofiller), metanojenler ve 1sisevenlerdir
(termofiller). Halofiller asir1 tuzlu ortamlarda yasar. Metanojenler anaerobik
ortamda yasarlar ve metan {iretirler. Bunlar tortu tabakalarinda ve hayvanlarin
bagirsaklarinda bulunurlar. Termofiller sicak su kaynaklar1 gibi ytliksek sicaklikli
yerlerde yasarlar. Bu gruplar mutlaka molekiiler genetik yontemlerle belirlenmis
filojenilere uymayabilirler, tiim arkeleri kapsamayabilirler ve birbirlerini
dislamayabilirler. Yine de, daha ayrintili ¢aligmalara baglangi¢c olarak faydali
sayilirlar. Bu organizmalarin biyolojik analizleri gostermistir ki yayilislar1 ve

ekolojik cesitlilikleri sanildigindan daha fazladir (Oren 2002).

Sekil 1.2. Halofillerin dogal yasam ortami olan tuz gollerinin kusbakigi ve uydu goriintiileri .

Kirmizi renkli alanlar halofillerin bulundugu yerleri gostermektedir.



1.3. Halofilik Mikroorganizmalar

Halofiller, gelismek i¢in yiliksek miktarda tuz konsantrasyonuna
gereksinim duyan ve bu tipteki tuzcul g¢evrelerde yasayabilmek igin farkli
stratejiler gelistirmis olan, hem prokaryotik hemde eukaryotik temsilcileri bulunan
genis bir gruptur. Kushner 1985 de halofilleri gelisebilmek i¢in ihtiya¢ duyduklari

optimal NaCl miktaria gore siniflandirmigtir.

a) Halofilik olmayanlar, gelisebilmek i¢in %1 in altinda NaCl ye ihtiyag
duyanlardir

b) Az halofiller, %1-3 arasinda ihtiya¢ duyanlar

¢) Orta derecede halofiller, %3-5 arasinda NaCl ihtiya¢ duyanlar

d) Asint halofiller, gelisebilmek i¢in %15 den daha fazla NaCl’ye ihtiyag
duyarlar (Mutlu 2006, Kushner, 1985)

Asirt derecede halofiller (ekstrem halofiller) arasinda arke, okaryot ve
bakteri olarak bilinen 3 domainin de temsilcileri bulunmaktadir.
Pratik olarak halofilik bir mikroorganizma 100g/I’den daha yiiksek tuz

konsantrasyonlarinda gelisim gosterebilen organizma olarak tanimlanabilir.

1.3.1. Halofilik Arke

Halofilik arkelerin taksonomik siralamasi asagidaki gibidir (Brenner ve

ark. 2001, Grant ve ark.. 2001):

Domain Archaea

Filum II Euryarchaeota
St T Halobacteria
Ordo I Halobacteriales

Familya I Halobacteriaceae



Arke domaini ig¢indeki halofilik organizmalar Halobacteriaceae,
Methanospirillaceae ve Methanosarcinaceae olmak iizere 3 familyada bulunurlar:

Methanospirillaceae ve Methanosarcinaceae tuzlu ve asir1 tuzlu sartlara
uyum saglamis organizmalar1 oldugu kadar halofilik olmayan organizmalar1 da
icermektedirler. Bunlardan bazilar1 300 gr/lt tuz konsantrasyonlarinda dahi
gelisebilmektedirler. Halobacteriales takimi igindeki tek familya Halobacteriaceae
tamamiyla halofillerden olugmustur. Tiim mikroorganizmalar i¢inde en ¢ok tuza

ihtiya¢ duyan ve tuza en toleransli olanlar bu familya i¢inde yer almaktadir.
1.3.2. Halobacteriales Takim

Halobacteriales takimi nitrat varliginda veya yoklugunda fakiiltatif
anaeorob ya da aerobturlar. Bazi strainler arjinin varliginda fermentasyon
yaparlar. Bu mikroorganizmalarin gelismeleri i¢in gerekli olan minimum tuz
konsantrasyonu 1.5 M NaCl’dir. Cogu straini 3.5-4.5 M NaCl’de daha iyi
gelisebilmektedir. Bir ¢ok tiiriin kolonileri Csy karetenoidlerinin varligindan
dolay1 farkli kirmizi tonlarina sahiptir.

Biiyiimeleri  i¢in  gerekli  optimum  sicaklik  35-50  °C’dir.
Kemoorganotrofiktirler, karbonhidrat veya aminoasitleri karbon kaynagi olarak
kullanirlar. Dogada tuz konsantrasyonunun yiiksek oldugu ¢evrelerde, tuz ve soda
golleri gibi yerlerde bulunurlar. Ayni zamanda toprak altindaki tuz madenlerinde

de bulunabilirler (Bone ve ark, 2001).
1.3.3. Haloferax Cinsi

Haloferax tiirlerinin hiicreleri basil, disk veya kupa seklindedir. Hiicre
boyutu 1-3 x 2-3 pum’dir. Hareketsiz veya hareketlidirler. Koloniler mukoid
goriiniigliidiir. Anaerob kosullar altinda nitrat indirgenebilir. Optimum tuz
konsantrasyonu 2.5 M NaCl olmasina ragmen 1.5-4.5 M NaCl igeren ortamlarda
da gelisirler. Gelismeleri i¢in sicaklik araligi 30-55 °C, olup optimum gelisme
sicakligi 35 °C’dir. Gelismeleri igin pH araligi 5-8 arasidir. Optimum pH ise 7’dir.
Bu organizmalarin gelismeleri igin Mg ihtiyaci 0.01-0.04 M’dir (Boone, 2001).



Bir c¢ok substratt karbon ve enerji kaynagi olarak kullandigindan
kemoorganotroftur ve sekerlerden asit olustururlar (Boone, 2001). Tiim 6rnekler
penisilin, kloramfenikol, streptomisin ve tetrasikline karsi direngli, anisamisin,
basitrasin, novobiosin ve vibrostat ayiraclarina karsi duyarhidir. Diger
organizmalar gibi Haloferax tiirleride , Olii deniz’den, Akdeniz tuzlalarindan izole

edilmistir (Rodriguez-Valera 1985).

1.3.4. Haloferax alexandrinus

Haloferax alexandrinus ilk kez Asker ve Ohta tarafindan (2002a) Misir’in
Iskenderiye (Alexandria) sehrindeki tuzlalardan izole edilmistir. Ulkemiz’de de
Tuz Go6li’nde bu tiiriin tesbit edildigi bildirilmistir (Mutlu 2008).

Bu tiiriin standart biiylime ortaminda gelisen kolonileri dairesel, konveks,
diiz ve kirmizi renklidir. Hiicreler gram boyama olarak negatif boyanmaktadir ve
pleomorfik (diizensiz kok, kisa ve uzun basil, kare, ilicgen ve oval) sekilli
olabilmektedir. Zorunlu bir aerobtur. Nitrat veya DMSO gibi alternatif elektron
alicilarim1 kullanarak veya L-arginini fermente ederek anaerobik olarak gelisim
gostermezler. Bununla birlikte nitrat ve nitritin gaz iiretimi saptanmaksizin
aerobik olarak indirgedikleri bilinmektedir (Asker ve Ohta 2002).

Ekstrem olarak halofilik yapidadirlar. Optimum gelisim 250 gr/lt tuz
konsantrasyonlarinda gelisme meydana gelmektedir ve magnezyum siilfata
ylksek derecede bagimhidir (40 gr/lt). Magnezyum siilfatin 409 gr/It’ye kadar
yiikselen konsantrasyonlarina tolerans gosterebilmektedirler. Hiicreler suda
pargalanir. 250 gr/lt tuz konsantrasyonunda gelisim sicaklik araligi 20-55 °C
arasindadir. pH araligi 5.5-7.5 olup optimum olarak pH 7.2 de gelisim
gostermektedir. Hiicreler aerobik olarak amonyum kloriti ve glikoz, gliserol veya
stiksinat gibi basit bir karbon kaynagini i¢eren ortamda gelismektedirler. Gelisim
sekerlerin veya gliserollerin varliginda gerceklesiyorsa tamponlanmayan ortamda
asidifikasyon yani asitlenme meydana gelir. Tween 80 ve jelatin hidrolize
edilmekte ve tiosiilfattan siilfit iiretebilmektedirler. Katalaz ve oksidaz pozitif ,
arginin, dihidroksilaz ve ilireaz negatiftir. B-galaktozidaz ve fosfataz pozitiftir.

Lizin de karboksilaz ve ornitindekarboksilaz negatiftir. Bu sus aminoasitler ve
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yeast extract gibi ¢esitli kompleks karbon ve azot kaynaklarini kullanabilmektedir.

Pepton, kazain ve nisastay1 kullanamamaktadir. (Asker ve Ohta, 2002a)

1.4. Arkelerin Biyoteknolojik Onemleri

Son zamanlarda arke iiyelerinin biyoteknolojik potansiyelleri pek ¢ok
endiistriyel iglemde rol alabilmelerine olanak saglayan bazi ortak ozellikleri
nedeniyle artmaktadir. Asir1 derecede halofilik arkeler, ekstrem kosullara uyum
gostermis Ozel yapilar1i nedeniyle biyoteknoloji alaninda ¢alisan bir ¢ok
arastiricinin ilgisini ¢eken organizmalardir. Asirt tuzluluga dayanikli enzimleri,
tuzluluga karst koyabilmek i¢in kullandiklar1 stratejiler, zor sartlarda enerji
tiretimine olanak saglayan 0zel proteinlerinin varligi ve bunlar gibi kendilerine
0zgii olan ozellikleri, onlarin biyoteknoloji alaninda son derece degerli araglar
olarak goriilmelerine yol agmaktadir. Ornegin gelisim ortamlarmdaki yiiksek tuz
konsantrasyonlari nedeniyle sterilizasyon prosediirlerine ihtiyag
duyulmamaktadir. Bu durum diger organizmalarla kontaminasyonu onlemektedir.
Bununla birlikte saf suda kolaylikla kendiliginden parcalanabilmeleri nedeniyle
hiicre pargalayici islemlere gerek duyulmamaktadir (Asker ve Ohta, 2002a, Asker
2002b, Litchfield 2002).

Potansiyel biyoteknolojik uygulamalara sahip olan kirmizi halofilik
arkelerin, tuzla-kristalizasyon goéllerinde solar 1sinmay1 ve evaporasyonu arttirarak
tuz tretiminin arttirtlmasinda kullanilabilecekleri ileri siirilmiistiir (Jones ve ark.
1981, Grant ve ark. 1998, Litchfield 2002). Bakteriyorodopsinin, giines 1s1§indan
elektrik tiretimi, deniz suyundan tuz giderimi, kimyasal ve biyosensorlerde
kullanilmas1 ve ultrahizda 151k saptanmasi gibi alanlarda da potansiyel olarak
kullanilabilecegi rapor edilmistir (Kushner 1985, Hough ve Danson 1989,
Margesin ve Schinner 2001).

Ayrica Haloferax ve Haloarcula cinslerine ait bazi tiirlerin, lrettikleri
ekzopolisakkarit yoluyla vizkozite stabilizasyonunda, jellestirme ajani,
emiilsifiyer olarak ve petroliin mikrobiyolojik geri kazanimini artirmak igin
kullanilabilecekleri belirtilmistir (Ventosa ve Nieto 1995, Parolis ve ark 1996,
Margesin ve Schinner 2001). Bazi halofilik arkelerin poli-B-hidroksi alkonat
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(PHA) iirettikleri belirtilmistir (Lillo ve Rodriguez-Valera 1990, Hezayen ve ark.
2000). Yagsiz katki maddesi olarak gliserol dieter lipitlerin besin katki maddesi
olarak kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir (Post ve Collins 1982). Ilagc ve
kozmetiklerin yapisinda kullanilan lipozomlar’in yapiminda halofilik arkelerin
esterazlara karst yliksek bir kimyasal stabiliteye sahip olan eter bagl lipitleri
kullanilmaktadir. Amilaz, amiloglukozidaz, proteaz ve lipaz gibi yliksek
tuzlulukta islevsel olan ekzoenzimleri, yiiksek tuz konsantrasyonunda
makromolekiillerin yikimi ile ilgili biyoteknolojik proseslerde kullanilabilirler
(Chaga ve ark.. 1993, Ventosa ve Nieto 1995, Margesin ve Schinner 2001).

Diisiik su aktivitesine adapte olan halofilik enzimlerin, endiistriyel organik

sentezlerdeki yiiksek ozgiilliikkleri, stereodzgiilliikleri ve etkinliklerinden dolay1
onemleri artmaktadir (Hough ve Danson 1989, Danson ve Hough 1997, Sellek ve
Chaudhuri 1999). Diger yandan hidrokarbonlar1 parcalama yetenegine sahip
halofilik arkeler petrol kazalarinda ddokiillen petroliin bioremediasyonunda
kullanilabilirler (Bertrand ve ark. 1990, Emerson ve ark. 1994). Insektisit, lindan,
DDT veya triklorofenoller gibi halojenli organik bilesiklerrin yiiksek
konsantrasyonlarinda iireyebilen halofilik arkelerin patentli proseslerde de
kullanildig1 belirtilmistir (Margesin ve Schinner 2001).
H. salinarum NRC-1 susunun, lipit igermeyen protein yapisinda zara sahip olan
ve suya gecirgen olmayip gazlara gecirgen olan, yiliksek oranda stabilite gdsteren
ve proteolitik yikima dayanikli non-toksik gaz keseciklerinin epitop diizenlenmesi
amaciyla yeni bir sistem olarak gelistirilmesi diistiniilmiistiir (Stuart ve ark. 2001).
Halosinlerin, tuzlanmis yiyeceklerin veya derilerin tabaklanmasi esnasinda
meydana gelebilen bakteriyel bozunumun kontrolii amaciyla kullanilabilecekleri
ve bunlardan HalH7 halosininin halobakterilerdeki gibi memelilerde de benzer
etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Litchfield 2002). H. salinarum’daki 84 kD luk
bir protein, kanser hastalarinin serumlarindaki insan c-myc onkogen {iriiniine karsi
antikor elde etmek i¢in bir antijen olarak kullanilmis ve bu proteinin bazi kanser
tiplerinin saptanmasinda kullanilabilecegi belirtilmistir (Rodriguez-Valera 1992).

Nitratin rediiksiyonu yer alt1 sularinin kirlenmesini ve siiziilmeyi 6nlemede
merkezi rol oynar. Nitratin diyetle yiiksek alinimi karsinojenik N-nitrozamin

bilesiklerinin olusumu ile kansere neden olur. Besin kaynakli patojenler (E. coli,
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Salmonella gibi) anaerobik kosullar altinda nitrat1 kullanirlar. Bu yiizden besin
anaerobik olarak paketlenmis olsa bile bu tiir patojenlerin insan viicuduna girme
ihtimali vardir. Bu nedenle nitrat ve nitritin nasil kullanildig1 sadece cevresel
anlamda dikkate deger olmayip insan saghgi ile de yakindan iligkilidir. Bu
nedenle asir1 derecede halofilik bakterilerin nitrat metabolizmasi ve nitrat rediiktaz
enzimlerinin  karekterizasyonunun ortaya konmasit gerekmektedir. Nitrat
rediikleyici bakterilerin yer alti sulari, icme ve kullanma sular1 gibi cesitli su
kaynaklarindaki nitrat oraninin diisiiriilmesinde kullanilabilir. Asimile edici nitrat
rediiktaz enziminin karakterizasyonu gelecekteki bu ve benzeri ¢aligmalar igin bir
On basamak olacaktir. Bu c¢alismada Woose tarafindan oOnerilen isimlendirme
kullanilarak arke domainine dahil olan bir organizma olan Haloferax alexandrinus

ile calisilmustir.

1.5. Nitrat Asimilasyonunun Biyolojik Azot Dongiisii’ndeki Yeri

Azot niikleik asit ve proteinler gibi makromolekiillerin yapisina katilan
temel bir element olmasi nedeniyle yasamsal dneme sahiptir (Moreno-Vivian ve
ark., 1999). Yapay giibreleme bir yana birakilacak olursa tek azot kaynagi
atmosferdir. Atmosferde %79 oraninda azot vardir. Bu haliyle atmosfer ekosistem
icin 6nemli bir azot kaynagi olarak diisliniilebilir. Bununla beraber havadaki
azottan dogrudan yararlanabilen ¢ok az canli organizma vardir Bazi bakteriler ve
mavi yesil algler atmosferdeki azotu tesbit ederler. Azot biyosferde farkl
oksidasyon basamaklarinda olabilir. Farkli azot tiirleri arasindaki doniigiimler
prokaryot ve Okaryotlarin katildig1 reaksiyonlarla bu elementin biyokimyasal
dongiisiinii olusturur ve bu dongiide bakteriler dnemli bir rol iistlenmistir. Nitratin
indirgenmesi bu dongiide 6zellikle 6nem tasimaktadir. Tarimda yiiksek diizeyde
giibreleme uygulanmasi toprakta ve yer alti sularinda yiiksek diizeyde nitrat
birikimine neden olmakta ve bu durum halk saglhigi lizerinde olumsuz etkiler
birakmaktadir. Metahemoglomeni, mide kanseri ve gangstointestinal sistemde
bulunan bakteriler tarafindan yiiksek diizeyde endojen nitroz bilesiklerin

olusumuna neden olmaktadir.
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Yasayan organizmalar i¢in azot hayati Oneme sahip bir element
oldugundan uygun azot kaynagina erisilebilirlik dogal ¢evrede ve tarimda iiretimi
sinirlandirmaktadir. Azot ¢esitli +5 (nitrat) den -3 (amonyak) e kadar farkl
yiikseltgenme basamaklarinda bulunabilir. Fakat biyolojik bilesiklerde tam olarak
indirgenmis seviyededir. Global biojeokimyasal azot dongiisiinde kiigiik
miktardaki fiske olmus veya bilesik olusturmus azot atmosferik azotla stirekli bir
degisim icerisindedir. Azot dongiisii hem ylikseltgeyici hem indirgeyici islemleri
igerir ve bu islemlerde prokaryotlar baskin rol oynar (Sekil 1.3). Azot fiksasyonu
ve nitrat asimilasyonu gibi asimile edici ara yollar hiicresel materyale
dontstiiriilebilen glutamin sentetaz ve glutamat sentaz yoluyla sentezlenen
amonyag iretirler. Bununla birlikte azot fiksasyonu sadece serbest yasayan ve
simbiyotik diazotrofik prokaryotlar tarafindan yiiriitiliirken asimile edici nitrat
rediiksiyonu bakteri, fungus, alg ve yiiksek bitkiler tarafindan gergeklestirilir.
Hemen hemen tiim yasayan organizmalar amonyagi karbon iskelete
dontistiirebilmektedirler. Diger yandan bazi prokaryotlar metabolik enerjiyi azotlu
bilesikleri iceren nitrifikasyon ve denitrifikasyon gibi redoks islemleri ile elde
ederler. Ototrofik nitrifikasyon amonyagin hidroksilamin yoluyla nitrite oksidatif
cevirimini igeren 2 basamakli bir islemdir ve amonyak okside edici bakteriler
tarafindan gergeklestirilir. Nitritin nitrata yiikseltgenmesi ise nitrit okside edici
kemolitoototrofik bakterilerce gergeklestirilir. Denitrifikasyon nitratin nitrit, NO,
N>O ve N,’ye basariyla indirgendigi bir solunum iglemidir. Yogunlukla anaerobik
kosullarda ve pek ¢ok fakiiltatif bakteride gerceklesir. Baz1 heterotrofik bakteriler
nitrifikasyon ve aerobik denitrifikasyonu amonyagi daha sonra N,’ye indirgenen
nitrite yilikseltgemek yoluyla birlestirirler. Amonifikasyon nitratin amonyaga
disimile edici indirgenmesidir. Son olarak anaerobik amonyak oksidasyonu
nitritin  indirgenerek ve amonyak yiikseltgenerek Nj’nin {retildigi bir
reaksiyondur. Bu islem deniz ortamlarinda ekolojik Oneme sahiptir ve

plaktomisetesin bakteriyal komiiniteleri tarafindan gerceklestirilir.
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BiYOLOJIK AZOT DONGUSU
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Sekil 1.3. Biyolojik Azot Dongiisii (Richardson 2001)

Bakteriler tiim azot dongiisii ara yollarinda yer alirlar ve inorganik azot
metabolizmalar1 biyokimyasal ve genetik kismi yaygin olarak ¢alisilmistir.
Bakteri ve Okaryotlardan farkli olarak arkeler 2 biiyiik alt boliime ayrilirlar.
Crenarcheaota agirlikli olarak hipertermofilleri ve anaerobik olanlar1 igerir ve
Euryarchaeota ise metanojen ve ekstrem halofilleri icerir. Genelde arkeal
replikasyon, transkripsiyon ve translasyon bakterial islemlere gdre
Okaryotlarinkiyle daha iliskilidir. Fakat arkeal merkezi metabolizma bilesenleri
bakterial proteinlerle daha yakindan iligkilidir. Amonyak asimilasyonuna ek
olarak arke iiyeleri azot dongiisiiniin tiim rediikleyici arayollarin1 yani nitrat
solunumu ve denitrifikasyon gibi disimile edici veya azot fiksasyonu ve nitrat
asimilasyonu gibi asimile edici arayollarimi yiriitiirler. Ciinkii arke ekstrem
cevrelerdeki baskin mikrobiyal populasyondur. Yiiksek tuzlu sular ve sicak su
kaynaklar1 gibi ekstrem ¢evrelerde baskin tiirdiir ve bu ekstrem c¢evrelerde bu azot

dongiisiinii ayakta tutarlar.
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Bunun yani sira ozellikle nitrat rediiksiyonu ile ilgili olarak arkedeki
inorganik azot metabolizmas1 hakkinda simirli bilgi mevcuttur. Arke genom
sekans projeleri yeni bilgiler ortaya koysada arkedeki inorganik azot

metabolizmasi hala arastirmaya agik bir konudur.

1.6. Nitrat Metabolizmasimin Onemi

Bakterilerde nitrat rediiksiyonu ile ilgili genetik caligmalar beklenmeyen
sekilde biojeokimyasal azot dongiisiinde Onemli rol oynayan bu islemlerin
karmasikligin1 ortaya koymustur. Prokaryotik nitrat rediiksiyonu 3 farkli amagla
gerceklesmektedir:

Azotun gelisim i¢in kullanilmasi nitrat asimilasyonu, metabolik enerjinin
tiretilmesi (nitrat solunumu) ve redoks dengesinin saglanmasi amaciyla fazla
rediikleyici giiciin ortadan kaldirilmasi (nitrat disimilasyonu).

Prokaryotlarda nitratin nitrite iki elektron indirgenmesini katalizleyen 3 tip
nitrat rediiktaz mevcuttur. Bunlar, Sitoplazmik sentezleyisi Nas, membran bagimli
solunumsal rediiktaz Nar ve periplazmik yikimliyict Nap nitrat rediiktazlardir.
Tim bunlar aktif merkezlerinde bir molubdenum kofaktore sahiptirler.

Nas, sitoplazmik bolgelerde yer alir ve azot sentezinde gorev yapar.

Nar, membranin sitoplazmik yiizeyine bagl genellikle 3 alt iiniteden olusan
ve anaerobik nitrat solunumunda gdrev yapan bir enzimdir.

Nap ise 2 alt iiniteden olusmaktadir. Periplazmik bolgede yer alir ve
aktivitesi membran bagimli tetrahem sitokrom yoluyla Quinon oksidasyonuna
baglidir.

Nas, Nar ve Nap sistemleri farkli fizyolojik fonksiyonlar1 yerine getirir
goriinsede organizmalar arasinda bazi farkliliklar mevcuttur. Bu enzimler farkli
metabolik kosullar altinda belirli roller {istlenir. Solunumsal, yapict ve yikici ara
yollar baz1 durumlarda baglantili olabilir. Nitratin indirgenmesinden olusan nitrit
farkli tipte nitrit rediiktazlar tarafindan amonyaga veya nitrik oksite indirgenebilir.
Nitrat asimile edici bakterilerin sitoplazmasinda NADH veya ferrodoksin bagimli

asimile edici nitrit rediiktazlar tarafindan amonyak iiretilir.
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Bir besin maddesi olarak gorev almasinin yani sira nitrat anaerobik solunum
icin etkili bir elektron alicisidir. Haloferax mediterrenai, H. denitrificans ve H.
volcanii nitrat1 azota indirgeyebilmektedirler (Bonete ve ark. 2004). Cesitli
halofilik disimile edici nitrat rediiktazlar tanimlanmistir. H. mediterrenai ayni
zamanda aerobik gelisimleri siiresince nitrat1 ve nitriti tek azot kaynagi olarak
kullanabilir. Nitrat asimile edici nitrat ve nitrit rediiktazlar tarafindan nitrite ve

amonyuma doniistiiriilmektedir.

1.7. Hiicrelerde Nitratin Nitrit ve Amonyaga Doniistiiriilmesi

Azotun asimilatif indirgenmesinde ilk basamak azotlu bilesiklerin hiicre
icine alinmasidir. Temel olarak NOjs hiicrelere basit diflizyon ile giris yapar. Fakat
baz1 siyanobakteriler NOs’e karst gecirgen degildir. Bazi siyanobakteriler
NOs’den yararlanabilmek i¢in ATP enerjisini kullanmak zorundadir. Bu durum
NOj’iin aktif tagimnimminin varligimi one slirmiistiir. 1989 yilinda nitrat rediiktaz
enziminin NOj tastyicist yaptigia dair bir model ortaya konulmusgtur. Bu model
daha sonra membran bagimli Chlorella sorokiniana’nin nitrat rediiktazinin
chlorella anti nitrat rediiktazi immungloblin G fragmenti ile inhibe olmasi ve
hiicreye NOj3 girisinin engellenmesi ile desteklenmistir. Synechococcus ile yapilan
daha sonraki ¢aligmalar hiicreye NOs girisinde rol alan membran bagimli 45 kDa
lik bir proteinin varligin1 gostermistir. Bu tasiyict proteinler ATP kullanilarak
besinlerin ve ¢dziinebilen diger maddelerin taginimini saglamaktadir. (Rodriguez
ve ark, 1992)

Hiicreye NO, girisi ise aktif ve pasif tasima olmak lizere 2 sekilde
gergeklesir. Pasif tasimada NO; hiicreye nitrozoksid formunda girer. Bu taginim
alkalin pH larda gergeklesir. (Flores ve ark., 1987).

H. mediterrenai de nitratin amonyaga asimilatif indirgenmesi gelisim i¢in
nitrat1 kullanan diger organizmalarda oldugu gibi 2 basamakta gergeklesir.

1. Nitratin nitrite indirgenmesi: 2 elektronun hareketi ile gerceklesen

reaksiyon nitrat rediiktazin katalizi ile meydana gelir.(NAS)

NO3+2¢e¢ +2H — NO, + H,O
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Bu reaksiyonu katalizleyen 4 farkli nitrat rediiktaz vardir (Solomonson ve
Barber 1990, Moreno-Vivian ve ark. 1999). Bunlar 6karyotlardaki asimilatif nitrat
rediiktazlar ve 3 farkli bakteriyal enzimdir:

NAS: Azot asimilasyonunda goérev alan ve sitoplazmada yer alan
enzimlerdir. NH, " tarafindan inhibe olurlar (Moreno-Vivian ve ark. 1999).

NAR: Membran bagli solunumsal nitrat rediiktazlardir. 3 kompleks alt
tiniteden olusurlar ve merkezi bolgeleri sitoplazmada yer alir. (Zumft, 1997;
Blasco ve ark. 2001).

NAP: Periplazmada yer alan non-asimilatif enzimlerdir. sitoplazmik
membrana bagimli sitokrom tetra hem tarafindan Quinonun oksidasyonuna bagh
2 alt tiniteden olusmaktadir (Berks ve ark. 1995)

Okaryot nitrat rediiktazlar1 aktif merkezlerinde moliibdenum kofaktor
icerdiklerinden molibdo enzimler adini alirlar. Moliibdenum C, N ve S nin
rediiksiyon reaksiyonlarini katalizler.

Okaryot NAS’1 elektron vericisi olarak piridin niikleotidleri kullanan
homodimerlerdir. Her monomer 100-200 kDa lik polipeptidlerden olusur. 3
prostetik gruba sahiptir. Flavin adenin dintikleotid (FAD), sitokrom b557 ve
molibdenum kofaktordiir. Bu gruplar okaryot tiirlerinde korunmus olan 3
fonksiyonel domainde yer alir (Campbell ve Kinghorn., 1990). Bu enzimler
fiziksel olarak bagimsiz elektron transferinde rol alan 2 aktif merkeze sahiptir. Ik
aktif merkezde NADPH veya NADH elektronlar1 enzimin FAD grubuna verir.
Ikinci aktif merkezde ise rediikte olan MoIV 2 elektronu NOjs e tranfer ederek onu
NO; ye indirger. (Campbell, 2001).

Bakteriyal NAS 2 farkli tipte olabilir. Bunlar Ferrodoksin (Fd) veya
flavodoksin bagimli ve NADPH bagimli enzimlerdir. Siyanobakterilerdeki Fd-
NAS 75-85 kDa lik monomerlerdir (Mikami ve Ida. 1984, Rubio ve ark 1996).
Azotobacter vinelandii NAS’1 ise flavodoksin kullanan 105 kDa Ik bir
polipeptitdir (Gangesweran 1996). Diger yandan Klebsiella pnemoni (Lin ve ark.
1994) ve Rhodobacter capsulatus (Blasco ve ark. 1997) NADPH-NAS’1 45 kDA
lik diaforaz aktivitesine ve 4Fe-4S merkezi ile Molibdenum kofaktér kompleksi

iceren 95 kDa lik bir alt liniteden olusan heterodimerlerdir.
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Arkelerde, Martinez-Espinosa ve ark. (2001) H. mediterrenai ile yapmis
olduklar1 caligma disinda purifiye edilmis asimile edici nitrat rediiktaz
bulunmamaktadir. Sadece asimilatif olmayan Haloferax volcanii (Bickel-
Sandkotter ve Ufer 1995), Haloferax mediterranei (Alvarez-Ossorio ve ark.,
1992), Haloferax denitrificans (Hochstein ve Lang 1991), Halobacterium sp.
(Werber ve Mevarech 1978), Haloarcula marismortui (Yoshimatsu ve ark.,
2000), Pyrobaculum aerophilum (Volkl ve ark., 1993) ve Archaeoglobus fulgidus
(Klenk ve ark., 1997) ile nitrat rediiktaz ¢alismalart bulunmaktadir. Haloferax
denitrificans (Hochstein ve Lang 1991) purifiye enzimi 60 vell6 kDa lik alt
tiniteden olusan bir dimerdir. H. volcanii (Bickel-Sandkotter ve Ufer 1995) nitrat
rediiktaz1 ise 100, 61 ve 31 kDa’dan olusan 3 alt iiniteden olusmaktadir.
Haloarcula enzimi 63 kDa’lik bir polipeptid zincirinden olusan homotetromerdir.
H. mediterrenai’den saflastirilan asimilatif olmayan nitrat rediiktaz 170 kDa’lik

molekiiler agirliga sahiptir (Alvarez-Ossorio ve ark., 1992).

II. Nitritin Amonvyaga indirgenmesi:

6 elektron hareketinin gergeklestigi reaksiyon nitrit rediiktaz tarafindan

gerceklestirilir.

NO,+6¢e +8H — NH';,+2 H,0

NH4'", Klebsiella oxytoca da (Lin ve ark. 1994) NADH bagimli asimilatif
nitrit rediiktaz tarafindan, siyanobakteri (Luque ve ark. 1993) ve bitkilerde
(Campbell ve Kinghorn 1990) ise ferrodoksin kullanan asimilatif nitrit rediiktaz
tarafindan sitoplazmada iretilmektedir. Anaerob olarak gelisen denitrifiye
organizmalarda NHy4 iiretimi bir detoksikasyon islemi gibi gerceklesmektedir
(Harborne ve ark. 1992). Bu amonyak asimile edilebilse de islem NO, nin asimile
edici olmayan indirgenmesi olarak adlandirilir (Stewart 1994). Tanimlanan tiim
bu iglemlerde nitrit rediiktaz tek bir polipeptid olsada 61-64 kDa lik ve 25-35
kDa’lik asimilatif heterodimerik asimilatif nitrit rediiktazlarda tanimlanmistir
(Sengupta ve ark. 1996). Analiz edilmis olan tiim sitoplazmik nitrit rediiktazlar bir

sirohemo molekiilii ve 4Fe-4S merkezine sahiptir. Enzimler FAD’1in yani sira
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NADH’a da bagmhdir. Elektron verici olarak Ferrodoksin kullanan nitrit
rediiktazlarin yapist 6karyot, siyanobakteri, deniz yosunlar1 ve bitkiler de olduk¢a
korunmustur (Fernandez ve ark., 1998).

NOj; asimilasyonu farkli azot kaynaklar: tarafindan diizenlenmektedir (Tapia
ve ark. 1995) Siyanobakterilerde (Guerrero ve ark. 1987) CO, fiksasyonu yoluyla,
deniz mikroalglerinde (Vifiegla ve ark. 2000) UV radyasyonu dozuyla iliskilidir.
Bu diizenlenme NO; tasinimi (Raju ve ark. 1996) ve nitrit-nitrat rediiktazlarin
hiicresel diizeylerinin transkripsiyonel kontrolii ile gergeklesir (Franco ve ark.
1984). NOjs’ii asimile eden tiim organizmalarda asimilasyonun NHy ile inhibe
oldugu goézlenmistir (Guerrero ve ark. 1981). Bu demektir ki NO3; ve NHy iin
varliginda NO3; NHy4 tamamen kaybolmadan kullanilamaz. NH4, NO5’{in alinimin
inhibe etmekle kalmayip nitrat ve nitrit rediiktazlarin sentezinide baskilamaktadir

(Guerrero ve ark. 1987).

1.8. Halofilik Asimile Edici Nitrat Rediiktazlarin Biyokimyasal Ozellikleri

Nitrat asimilasyonu biyokimyasal diizeyde Martinez Espinosa ve ark
tarafindan calisilmistir. Bakterilerde nitrat rediiktazlarin 3 alt grubu bulunmustur.
Bu gruplar katalitik Bis molibdopterin guanidin di niikleotid alt iinitesine
baglanan elektron transfer kofaktorlerinin yapist ve sayist agisindan ve her bir
enzimin elektron vericilerinin (ferrodoksin veya flavodoksin bagimli NAS ve
NADPH bagimli enzim) dogasi acisindan farklilik gosterir. H. mediterrenai
enzimi NADPH veya NADH’den elektron kullanmaz. Halofilik Nas ferrodoksini
kullanma yetenegindedir ve bu protein haloarkeadaki nitrat asimilasyonundaki
elektron vericisi olabilir. Ferrodoksin haloarkeanin farkli tiirlerinden izole
edilmistir. Tim nitrat rediiktazlar gibi halofilik Nas indirgenmis violojenleri
elektron vericisi olarak kullanabilir. Metil violojen Nas i¢in invitroda en iyi
elektron vericisidir. Haloferax mediterrenai de Nas siyaniir ve azid tarafindan
inhibe edilir. Ancak klorat ve siilfitten etkilenmez. H. mediterrenai ‘nin nitrat
rediiktaz enziminin aktivitesinin hipersalin kosullarda arttig1 gdzlenmistir. Ancak
yapisal stabilitesi i¢in yiiksek tuz konsantrasyonlar1 gerekli degildir. Artan tuz

konsantrasyonu aktivite i¢in gerekli olan optimum sicakligi {ist seviyeye ¢eker.
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H. mediterrenai 'nin asimile edici enzimi nitrat i¢in 0.95 mM Km ye sahiptir ve
3.1 M tuz konsantrasyonunda 80 °C de optimum sicakliga sahiptir. 1.3 M tuz
konsantrasyonunda ise 60 °C optimum sicakliga sahiptir. Aktivite bakteriyal NAS

da oldugu gibi nitrat tarafindan indiiklenir ve amonyak tarafindan baskilanir.

1.9. Halofilik Nitrat Asimilasyonunun Ozellikleri

Halofilik asimile edici arayolda asimile edici nitrat rediiktazlar
katalizorliigiinde nitratin nitrite indirgenmesinden sonra asimile edici nitrit
rediiktaz nitritin amonyaga doniisiimiinii katalizler. Amonyak ise glutamin
sentetaz ve glutamat dehidrogenaz aktiviteleri yoluyla makro molekiillere
dontistiirtiliir. Nitratin ve nitritin katalitik indirgenmesindeki rediikleyici gii¢
ferrodoksin tarafindan saglanmaktadir. Fotosentetik organizmalar, Okaryotlar
(bitki ve algler) ve prokaryotlar (siyanobakteriler gibi) da ferrodoksin asimile
edici nitrat arayolunda elektron vericisidir.

H. mediterrenai aerobik olarak minimal ortamda farkli nitrat veya nitrit
konsantrasyonlarinda gelistirildiginde asimile edici nitrat ve nitrit rediiktazlarin
her ikisininde indiiklendigi goriilmiistiir. Bu enzimler kompleks (maksimal besi
yeri) kiiltlir ortaminda indiiklenmemektedir. 100 ve 25 mM KNO; arasi
konsatrasyonunda gelisim oOzellikleri aynidir fakat 5 ve 0.5 mM gibi diisiik
konsantrasyonlarinda gelisimi farkli oldugu gézlenmistir.

5 mM konsantrasyonda kiiltiir gelisebilmekte fakat hiicreler arasi ortama
nitrit salmimi gerceklesmemektedir. 0.5 mM KNO; konsantrasyonda ise H.
mediterrenai gelisememektedir.

Nitrit pek ¢cok organizma i¢in toksiktir. Bununla birlikte H. mediterrenai 2
mM kadar olan KNO; konsantrasyonunda gelisebilmektedir. 2 mM
konsantrasyonunda veya iistiinde ortamdaki nitritin kaybi1 nedeniyle gelisim

siirlanmaktadir.
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1.10. Enzim Saflastirma Yontemleri

Saflastirma  isleminin ilk asamasi {retilen enzimin ortamdan
uzaklagtirllmasidir.  Enzimler  hiicre igerisinde yada  hiicre  disinda
sentezlenebilirler. Eger enzim sentezlendikten sonra hiicre digina salinan bir
enzim ise hiicreler santrifiij islemi ile uzaklastirilir ve saflagtirma islemi sivi fazda
devam edilir.

Ancak saflastirmak istenen enzim sentezlendikten sonra hiicre icerisinde
kaliyor ise bu durumda hiicrenin pargalanmasi ve enzimin sivi faza aktarilmasi
saglanir (Kazan, 1997). Nitrat rediiktaz enzimi de sentezlendikten sonra hiicre
icerisinde kaldig1 icin nitrat rediiktaz igeren hiicrelerin parcalanmasi
gerekmektedir (Martinez-Espinosa ve ark, 2001, Cabello ve ark 2004).

Bu amag i¢in farkli hiicre tiplerine gore bir ¢ok parcalama ydntemleri
mevcuttur. Bu parcalama yontemlerinden bazilar1 enzimler, homojenizatdr, basing
ve ses dalgalaridir (Kazan, 1997).

Nitrat rediiktaz enzimi i¢eren halofilik arke hiicreleri genellikle ultrasonik
ses dalgalar1 ile parcalanir (Martinez-Espinosa ve ark, 2001., Gangeswaran ve
ark., 2003) Titanyumdan yapilmis olan proba verilen mekanik enerji soliisyon
icerisinde diizenli titresimler olusturur. Bu titresimler siispansiyon i¢inde negatif
ve pozitif basinglar olusturur. Bu basing farkliliklarinin olusturdugu mikro hava
kabarciklart stvinin her yerinde ¢ok hizli bir sekilde hareket ederler ve bir siire
sonrada patlarlar. Iste bu patlamalar yogun bolgesel sok dalgalari ve sivi
akimlarinin olusmasina neden olur. Hava kabarciklarinin parcalanmasi sirasinda
ses enerjisinin mekanik parcalama enerjisine doniisiimii gerceklesir ve ortamda
bulunan hiicreler pargalanir (Kazan, 1997).

Bu asamadan sonra lizize olmus hiicre kisimlar1 (membran, partikiiller)
uzaklagtirilidir. Bu islem icin yiiksek hizda santrifiijler ve filtrasyon kullanilir.
Ancak santrifiijler daha iyi bir ayirma saglar. Nitrat rediiktaz ham ekstresini elde
etmek i¢in santrifiijde 90.000-110.000 g’de en az 1 saat dondiirmek gereklidir. Bu
yolla berrak bir ham ekstre elde edilir (Kazan, 1997, Martinez-Espinosa ve ark,

2001., Gangeswaran ve ark., 2003, Pino ve ark., 2006).
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Bu asamaya kadar yapilan islemler protein yada enzimin agiga ¢ikarilmasi
islemidir. Ileri saflikta bir saflastirma yapmak igin kromatografik ydntemler
kullanilir. Proteinlerin her biri protein biytkliigii, sekli, toplam yiikleri sahip
oldugu hidrofobik gruplar gibi kendi karakteristik Ozelliklerine sahiptir. Bu
ozellikler gbz Oniine alinarak proteinlerin saflastirilmasinda degisik kromatografik
yontemler gelistirilmistir. Iyon degistirici kromatografisi proteinleri yiiklerine
gore ayirir. Jel filtrasyon kromatografisi proteinleri biiyiikliiklerine ve sekillerine
gore ayirir. Affinite kromatografi ise, proteinleri kullanilan liganta baglanabilme
kapasitesine gore ayirir.

Nitrat rediiktaz enziminin saflastirllmasinda daha ¢ok jel filtrasyonu ve
iyon degistirici kromatografi kullanilmaktadir (Yoshimatsu ve ark. 2000,
Martinez-Espinosa ve ark. 2001, Gangeswaran ve ark. 1993). Genelde nitrat
rediiktaz enziminin saflastirilmasini ilk ve son basamaklarini jel filtrasyonu
uygulamasi olusturur. Burada ama¢ dekstran esasli materyaller kullanarak
makromolekiillerin molekiil biiyiikliikleri esasina goére bir ayirimini saglamaktir.
Yontemin prensibi olduk¢a basittir. Kolon kiiresel yapili ve belirli boyutta
gozeneklere sahip inert jel pargaciklarindan olusmustur. Farkli boyutta
molekiilleri igceren bir ¢oOzelti kolondan gecirildiginde gozeneklerden biiyiik
molekiiller sadece tanecikler arasi bosluklardan gecerek kolondan hizla ilerler.
Gozenek boyutlarindan kiiciik molekiiller gézenek igerisine difiizlenir ve molekiil
kiiciildiikge artan bir alikonma siiresi ile kolondan ¢ikarlar. Iyon degistirmede
kullanilan iyonejik gruplar ya pozitif yiiklii (anyon degistirici) ya da negatif yiikli
(katyon degistirici) olurlar. Nitrat rediiktaz negatif yiiklii oldugu i¢in protein
saflastirilmasinda anyon degistirici olarak genellikle dietilaminoetil (DEAE)
grubu kullanilir. Ellisyon iglemi sirasinda en ¢ok tuz soliisyonlari kullanilir.
Genellikle KCI veya NaCl den olusan lineer bir gradient olusturulur. Tuz iyonlar1
proteinle yer degistirerek onun tekrar baglanmasin1 engellerler. Tuz
konsantrasyonu arttik¢ca protein banti1 daralarak kolondan asagi dogru ilerler ve

diizgiin bir bant olarak kolondan ¢ikar (Kazan, 1997).
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1 Materyal
2.1.1. Mikroorganizma
Bu c¢alisgmada mikroorganizma olarak Haloferax alexandrinus (JCM
10717) kullanilmstir. Kiiltiir ilk kez Asker ve Ohta tarafindan 2002 yilinda izole
edilmigtir. Kiiltiir Japan Collection of Microorganisms RIKEN BioResource
Center’den liyofilize olarak temin edilmistir.

2.1.2. Cahismada Kullanilan Besiyerleri

Calismada kullanilan besiyeri igerikleri Difco, Sigma, Merck ve Fluka’dan

temin edilmistir.

Sivi Maksimal Besi Yeri

Yeast Exctract 10 gr
Casamino asid 7.5 gr
NaCl 250 gr
MgSO,4 7.H,O 20 gr
KCl 2gr
Naz;CgHs07 3gr
FeSO4 7H,O 0.05 gr
MnSO4.H,O 0.2 mg

Yeast extract ve Casamino acid disindakiler hazirlandiktan sonra besi yerinin
pH’s1 7.4’¢ 1 M’lik KOH veya NaOH ile ayarlanir ve 121 °C’de 15 dakika
otoklav edilir Yeast extract ve casamino acid filtreden gecirildikten sonra
besiyerine ilave edilir.. Kat1 besiyerinin hazirlanmasi igin ise %2’lik agar ilavesi

yapilir (Asker ve Ohta 2002).
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Minimal Besi Yeri

Glukoz Sgr
KNO; 10 gr
NaCl 250 gr
MgSO, 7.H,O 20 gr
KCl 2gr
Naz;CgHs07 3gr
FeSO4 7H,0O 0.05 gr
MnSO4.H,O 0.2 mg

Distile su ile 1 litreye tamamlanir ve pH 7.4’¢ 1 M’lik KOH veya NaOH ile
ayarlanir ve 121 °C’de 15 dakika otoklav edilir (Asker ve Ohta, 2002).

2.1.3. Calismada Kullanilan Soliisyonlar

Calismada kullanilan kimyasallar Sigma, Fluka ve Merck tarafindan temin

edilmistir.

2,5 M Amonyum Siilfat Tamponu

Amonyum Siilfat 330.35 gr

Sodyum dihidrojen fosfat ~ 4.05 gr

Disodyum hidrojen fosfat ~ 4.63 gr

pH 7.4’e ayarlanir ve distile su ile 1 litreye tamamlanir.
Hiicre Yikama Tamponu

NaCl 250 gr

Na3C6H5O7 3 gr
KCl 2gr
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Distile su ile 1 litreye tamamlanir.

4.26 M NaCl (50 mM fosfat tampon icinde)

NaCl 250 gr

Sodyum dihidrojen fosfat ~ 4.05 gr

Disodyum hidrojen fosfat ~ 4.63 gr

pH 7.4’e ayarlanir ve distile su ile 1 litreye tamamlanir

200 mM Metil Viyolojen (MV)

Metil viyolojen 0,51 gr
Distile su 10 ml

Metil viyolojen asir1 toksik bir maddedir. Calisirken mutlaka eldiven ve yiiz

maskesi kullanilmalidir. Hazirladiktan sonra 4 °C’de saklanur.

1.5 M Potasyum Nitrat

Potasyum Nitrat 7.58 gr
Distile su 50 ml

1.2 M Sodyum Karbonat (pH=9.0)

Sodyum Karbonat 6.35 gr
Distile su 50 ml

340 mM Sodium Dithionite
0.1 M sodyum bikarbonat i¢inde
Sodium bicarbonate 0,84 gr



26

%1°lik Siilfanilamid

3 N HCI 100 ml
Siilfanilamid 1 gr

N-(1-naphthyl)-ethylenediamine-dihydrochloride (NEDA)

NEDA 0.02 gr
Distile su 100 ml

1.5 M Tris Baz (pH=8.8)

Tris Baz 181.65 gr

800 ml’de ¢oziiliir ve HCI ile pH 8.8’e ayarlanir ve 1000 ml’ye distile su ile
tamamlanir. Whatman No:1 filtre kagidi ile filtre edilir. Koyu renkli sisede
saklanir.

1 M Tris Baz (pH=6.8)

Tris Baz 121.1 gr

800 ml’de ¢oziliir ve HCI ile pH 6.8’e ayarlanir ve 1000 ml’ye distile su ile
tamamlanir. Whatman No:1 filtre kagidi ile filtre edilir. Koyu renkli sisede
saklanir.

SDS Stok (%10)

SDS 10 gr
Distile su ile 100 ml’ye tamamlanir. Whatman No:1 filtre kagidi ile filtre edilir.
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Amonyum Persiilfat (%10)
Amonyum Persiilfat 100 mg
Distile su ile 1 ml’ye tamamlanir. Kullanilmadan hemen Once taze olarak

hazirlanir.

SDS-Elektroforez Tamponu (10x)

Tris Baz 30.3 gr
Glisin 144.2 gr
SDS 10 gr

Once tris baz ve glisin distile su i¢inde ¢dziiliir. Sonra SDS’i ilave ederek tekrar

¢Oziiliir ve distile su ile 1 It’ye tamamlanur.

Protein Yiikleme Tamponu

Gliserol 0.8 ml
%10 SDS 1.6 ml
B-merkaptoetanol 0.4 ml

1 M Tris Baz (pH=6.8) 0.5 ml
% 0.05 Bromfenol mavisi 0.2 ml

Distile su 4.5 ml

Standart Protein Karisimi

Elektroforez icin standart protein karigimi sigma’dan temin edilmistir.
Molekiil agirliklar1 Aprotinin (6,500 Dalton), a-Lactalbumin (14,200 Dalton)
Trypsin inhibitor (20,000 Dalton), Trypsinogen (24,000 Dalton), Carbonic
anhydrase (29,000 Dalton), Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (36,000
Dalton), Ovalbumin (45,000 Dalton), Glutamic dehydrogenase (55,000 Dalton),
Albumin (66,000 Dalton), Fructose-6-phosphate Kinase (84,000 Dalton),
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Phosphorylase B (97,000 Dalton), B-Galactosidase (116,000 Dalton), Myosin
(205,000 Dalton)’dir.

2.2. YONTEM

2.2.1. Liyofilize Kiiltiiriin Gelistirilmesi

Liyofilize haldeki kiiltiirden bir miktar alinarak sivi maksimal besi yerine
(25 ml) ekim yapilmustir. Kiiltiir 37 °C, 200 rpm de inkiibasyona birakilmugtir.
Inkiibasyon siiresi 8-9 giindiir.

Bu gelisen kiiltiirden agarli besi yerine ¢izgi ekim yapilarak petriler 37
°C’de inkiibasyona birakilmigtir (Deneyler igin gerekli kiltiir stok haline

getirilmistir).

2.2.2. Hiicrelerin Gram Boyama ile Boyanmasi

Kati besiyerinden alinan hiicreler lam iizerinde yayilmistir ve havada
kurutulmustur. Hiicrelerin {izerine fiksasyon amagh %?2’lik asetik asit
damlatilmistir. Daha sonra kristal viyolet damlatilip ve 1-2 dakika beklenmistir.
Sonra preparat distile su ile yikanmistir. Bu islemin ardindan preparatin iizerine
lugol damlatilip 1-2 dakika beklenmistir. Tekrar distile su ile yikanmistir. Daha
sonra % 100’lik alkol ile renksiz sivi akana kadar renk giderilmistir. Ardindan
tekrar distile su ile yikanmistir. Sonra safranin damlatilip ve 20-30 saniye kadar
beklenmistir. Distile su ile yikandiktan sonra 100’liik objektifte imersiyon yagi ile

gbzlemlenmistir.
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2.2.3. Haloferax alexandrinus’un Biiyiime Egrisinin Cikarilmasi

2.2.3.1.Maksimal Besi Ortaminda Hiicre Biiyiime Egrisinin

Cikarilmasi

Haloferax alexandrinus petrisinden tek bir koloni alinarak 1 litre maksimal
besiyerine ekim yapilip, 37 °C ve 200 rpm de inkiibasyona birakilmigtir. Bu
kiiltiirden belirli araliklarla 500 pl 6rnek alinip spectrofotometrede (Shimadzu

UV-Vis 2101PC) 600 nm’de 6l¢iim yapilmustir.

2.2.3.2. Minimal Besi Ortaminda Hiicre Biiyiime Egrisinin

Cikarilmasi

Hiicreler ilk 6nce maksimal besiyerinde stasyoner fazin basina kadar
biiylitiilmiistiir. Bu kiiltiirden 1 ml alinip 1 litrelik minimal besiyerine ekim
yapilmustir. Bu kiiltiirden belirli araliklarla 500 pl 6rnek alinip spektrofotometrede
600 nm’de dl¢tim yapilmigtir.

2.2.3.3. Nitrat Rediiktaz Aktivitesinin Maksimum Oldugu Ureme

Fazinin Belirlenmesi

Maksimal besiyerinde stasyoner faza kadar biiyiitiilen hiicrelerden 1 It’lik
minimal besiyerine 1 ml ekim yapilmigtir ve 37 °C, 200 rpm de inkiibasyona
birakilmistir. Belirli araliklarla kiiltlirden 15 ml 6rnek alinmistir. Alinan bu

ornekten hem hiicre yogunlugu hem de enzim aktivitesi 6l¢iilmiistiir.

2.2.4. Enzim Ekstraksiyonu

S1vi minimal besiyerinde biiyiitiilen hiicreler 8000 g de 15 dakika santrifiij
(Beckman Coulter Avanti J-30I) edilerek bir araya toplanmistir. Toplanan
hiicreler yikama tamponu ile yikanmistir. Tekrar 8.000 g’de 15 dakika santrifiij

edilmistir ve siipernatant atilmistir..
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Daha sonra hiicreler 2,5 M (NH4)>SO4 (50 mM sodium fosfat tampon
icinde olacak sekilde pH 7,3) icerisinde, sonikatorde (Sonics and Material Vibra
Cell VCX 400) +4°C de 3’er dakika boyunca 8 kez tekrarlanarak pargalanmistir.
Pargalanmus hiicre oziiti +4 °C’de 106,000 g’ de 60 dk boyunca santrifiij
edilmigtir. Elde edilen siipernatant deneylerde kullanilmak {izere temiz bir tiipe

aktarilmis ve +4 °C’de saklanmustir.

2.2.5. Nitrat rediiktaz (Nas) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi:

Nas enzim aktivitesi, nitratin enzim tarafindan nitrite indirgenmesiyle
olusan nitritin diazo-coupling metodu ile spektrofotometrede 540 nm de

Olciilmesiyle belirlenmistir.

250 pl’lik deney karisiminin icerigi:
120 mM Na,CO;3; (pH:9)

1 M NaCl

4 mM Metil viyolojen (MV)

30 mM KNO;

50ul enzim

17mM NaZSQO4

Deney karisiminda KNOs; substrat olarak gorev yapmaktadir. MV ise elektron
vericisidir.

Reaksiyon karigimi yukaridaki konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Bu
karigima sodyum dithionite (DT) en son ilave edilmistir (DT kofaktordiir, ayni
zamanda da reaksiyon baslatici olarak gorev yapar.).

Ornekler 40 °C de 2 dk boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra deney
karigimina 17 mM Na, S,04 (DT) ilave edilerek reaksiyon bagslatilir. Reaksiyon 40
°C de 20 dk bekletilmistir. 20 dk sonunda hizli karigtirma ile DT’ nin tamami
okside edilmis ve reaksiyon sonlandirilmustir.

Reaksiyon bitiminde karigima 1 ml Siilfanilamid (SULFAve Daha sonra
onunda iizerine 1 ml N-(1-naftiletilendiamindihidroklorid) (NEDA) ilave
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edilmistir. Bu karisim 20 dakika oda sicakliginda bekletilmistir (Snell ve Snell
1949).

Daha sonra olusan kirmizi mor renk spektrofotometrede 540 nm’de

Olciilmiistiir.

HN -50, - (O)-NH, + NO; + 2H' — EN -50, -(O)-N=N" + 2H0

Siilfanilamid (SULFA)  nitrit 4 siilfamilbenzendiazonyum tuzu
HN -50, -(O)-N=N" + (@@) + BN -50, {OFN=N + H' + 2HC
NHCH,CH,NH.,-2HCI O
I
NHCH,CH NH*
Diazonyum tuzu NEDA Kirmizi-mor azo boyasi

**#*Nitrat rediiktaz (Nas) spesifik aktivitesi; 1 dk da toplam proteinin
miligram1 basina diisen nitrit (NO,) miktarinin mikromol cinsinden

ifadesidir.

2.2.6. Besiyeri I¢erigindeki Nitrat ve Nitrit Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

2.2.6.1. Besiyerindeki Nitrat Miktarinin Belirlenmesi

Belirli araliklarla kiiltlir yogunlugu o6lg¢iiliirken ayn1 zamanda besiyerindeki
nitratin azalan miktarida 6l¢lilmiistiir.

Ik énce 1ppm, 1,5ppm, 2,5ppm, Sppm, 7 ppm ve 10 ppm’lik nitrat
standartlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan bu standartlarin her birine 1’er ml 1N HCl
ilave edilmistir. Her bir standartin absorbanslar1 220 nm’de (nitrat igin) ve 275
nm’de (organik madde i¢in) Olcililmiistiir. Daha sonra 220 nm’de elde ettigimiz
degerden 275 nm’deki deger c¢ikarilir. Elde edilen absorbans degeri ile kullanilan
nitrat derigsimleri grafikte yerine konarak nitrat icin kalibrasyon egrisi elde

edilmistir.
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S1v1 besiyerinden alinan kiiltiir 8000 g de 15 dakika santrifiij edilmistir ve
hiicrelerden arinmis olan sivi besiyeri elde edilmistir. Bu besiyerinden 1 ml alinip
ve lizerine 1 ml 1 N HCI ilave edilmistir. Bu hazirlanmis olan 6rnek 220 nm ve
275 nm dalgaboylarinda ayr1 ayri1 Olglilmiistiir. Elde edilen absorbans degeri
kalibrasyon grafiginde yerine konularak besiyerindeki nitrat miktar

hesaplanmustir.

2.2.6.2. Besiyerindeki Nitrit Miktarinin Belirlenmesi

Belirli araliklarla kiiltiir yogunlugu 6l¢iiliirken ayn1 zamanda besiyerindeki
nitritin artan miktarida 6l¢iilmiistiir.

Ilk énce 1ppm; 1,5ppm; 2,5ppm; Sppm ; 7 ppm ve 10 ppm’lik nitrit
standartlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan bu standartlarin her birine ilk 6énce 1 ml
siilfanilamid daha sonrada 1 ml NEDA cklenmistir. 20 dakika sonra 540 nm’de
Olctim yapilmistir. Her nitrit standartina karsilik gelen absorbans degeri grafikte
yerine konulmustur ve nitrit i¢in bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur.

Sivi besiyerinden alinan kiiltiir 8000 g de 15 dakika santrifiij edilerek
hiicreler uzaklastirilmistir. Buradan alinan besiyerine 1 ml siilfanilamid ve 1 ml
NEDA eklenmigtir. Daha sonra ornek spektrofotometrede 540 nm’de
besiyerindeki nitrit konsantrasyonunun degeri absorbans olarak Sl¢iilmiistiir. Bu
deger grafikte yerine konularak nitrit miktar1 hesaplanmustir.

Besiyerindeki nitrit miktarlarida, yukarida belirtilen diazo-coupling

yontemi ile ol¢lilmiistiir.

2.2.7. Haloferax alexandrinus NAS Enziminin Biyokimyasal

Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.7.1. Nas Enzim Aktivitesi Uzerine NaCl Konsantrasyonunun ve

Inkiibasyon Sicakhiginin Etkisi

Nas enzim aktivitesi iizerine NaCl konsantrasyonunu etkisini belirlemek

icin baslangi¢c konsantrasyon olarak 0.5 M olarak belirlenip 1.0, 2.0 ve 3.0 M’lik
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NaCl konsantrasyonlarinda enzim aktivitesine bakilmis ve NaCl’nin aktivite
tizerindeki etkisi arastirilmistir.

Nas enzim aktivitesi ilizerine inkiibasyon sicakliginin etkisini belirlemek
i¢in baslangi¢ sicaklik derecesi 20 °C olarak belirlenip 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C,
70 °C, 80 °C ve 90 °C’lerde enzim aktivitesine bakilmis ve inkiibasyon

sicakligiin aktivite tizerindeki etkisi arastirilmistir.

2.2.7.2. Nas Enzim Aktivitesinin inkiibasyon Siiresine Bagh Degisimi

Nas enzim aktivitesinin inkiibasyon siiresine bagli degisimini belirlemek
icin 0. dakikadan baslayarak 5, 10, 15, 20, 30, 45., 60., 75. ve 90. dakikalarda

enzim aktivitesi 0l¢lilmiistiir.

2.2.7.3. Nas Enzim Aktivitesi Uzerine pH’min Etkisi

Nas enzim aktivitesi tlizerine pH’nin etkisini belirlemek i¢in sodyum
karbonat ve tris tamponlar1 kullanilarak enzimin optimum pH’s1 belirlenmistir. pH

degerleri 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5, 10.0 arasinda taranmustir.

2.2.7.4. Nas Enziminin izoelektrik Nokta’sinin Belirlenmesi

Nas enziminin izoelektrik pH’sin1 belirlemek i¢in 2.5-7.5 arasinda 0.2 pH
araliginda bir seri tampon hazirlanmistir. Bu hazirlanan tamponlara Nas enziminin
sulu c¢ozeltisi eklenmistir. 30 dakika sonra oda sicakliginda ¢okelti miktarina
bakilmistir. Her tiip i¢in ¢okelti olup olmadigr +,++,+++ gibi ifade edilerek, en

cok ¢okelti olan tiip, Nas enziminin izoelektrik noktasi olarak kaydedilmistir.

2.2.7.5. Nas Enzim Aktivitesi Uzerine Farkh Tuzlarm (KCl, MgCl,,
AICl) Etkisi

Nas enzim aktivitesi ilizerine farkli tuzlarin etkisini belirlemek i¢in KCI,

MgCl,, AICl; tuzlarimin 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 M’lik konsantrasyonlar1 belirlenmis ve
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bu konsantrasyonlardaki NAS enzim aktivitesine bakilmistir ve NaCl ile

karsilastirilmistir.

2.2.7.6. Nas Enzim Aktivitesi Uzerine Azid’in EtKisi

NAS enzim aktivitesi iizerine azid’in etkisi belirlenirken, normal enzim
aktivitesine karst Haloferax alexandrinus Nas’inin azide olan duyarlilig
saptanmistir. Sodyum azid stogundan 0.1, 0.5 ve 1.0 mM’lik konsantrasyonlar
olacak sekilde enzim reaksiyon karisimina eklenerek enzim aktivitesi iizerine

etkileri belirlenmistir.

2.2.7.7. Nas Enzim Aktivitesi Uzerine Siyaniir’iin Etkisi

NAS enzim aktivitesi lizerine siyaniiriin etkisi belirlenirken, normal enzim
aktivitesine karsi Haloferax alexandrinus NAS’inin siyaniire olan duyarlilig
saptanmistir. Sodyum siyaniir stogundan 0.1, 0.5 ve 1.0 mM’lik konsantrasyonlar
olacak sekilde enzim reaksiyon karisimina eklenerek enzim aktivitesi iizerine

etkileri belirlenmistir.

2.2.7.8. Nas Enzim Aktivitesi Uzerine EDTA’min Etkisi

NAS enzim aktivitesi lizerine EDTA’min etkisi belirlenirken, normal
enzim aktivitesine kars1 Haloferax alexandrinus NAS’min EDTA’ya olan
duyarliligt  saptanmistir. EDTA stogundan 0.1, 0.5 ve 1.0 mM’lik
konsantrasyonlar olacak sekilde enzim reaksiyon karisimina eklenerek enzim

aktivitesi tizerine etkileri belirlenmistir.
2.2.7.9. Nas Enzim Aktivitesi Uzerine DTT’nin Etkisi
NAS enzim aktivitesi tizerine DTT nin etkisi belirlenirken, normal enzim

aktivitesine karst Haloferax alexandrinus NAS’mm DTT’ye olan duyarlilig

saptanmistir. DTT stogundan 0.1, 0.5 ve 1.0 mM’lik konsantrasyonlar olacak
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sekilde enzim reaksiyon karisimina eklenerek enzim aktivitesi {izerine etkileri

belirlenmistir.

2.2.7.10. Nas Enzim Aktivitesi Uzerine Siilfit’in Etkisi

NAS enzim aktivitesi lizerine siilfitin etkisi belirlenirken, normal enzim
aktivitesine kars1t Haloferax alexandrinus NAS’min Azide olan duyarlilig:
saptanmistir. Sodyum Azid stogundan 0.1, 0.5 ve 1.0 mM’lik konsantrasyonlar
olacak sekilde enzim reaksiyon karisimina eklenerek enzim aktivitesi iizerine

etkileri belirlenmistir.

2.2.8. Nas Enziminin Kinetik Aktivitesinin Analizi

Haloferax alexandrinus NAS’mm KNO; ve MV i¢in Vmax ve Km
degerlerin belirlemek amaciyla farkli substrat konsantrasyonlarina karsi enzimin
hiz1 6l¢ililmiis ve sonuglar Michaelis-Menten ve Line Wearver-Burke grafiginde

gosterilmistir.

2.2.9. Saflastirma

2.2.9.1. Ham Ekstrenin Hazirlanmasi

S1vi minimal besiyerinde biiyiitiilen hiicreler 8000 g de 15 dakika santrifijj
edilerek hiicreler toplanmustir. Toplanan hiicreler yikama tamponu ile yikanmustir.
Tekrar 8.000 g’de 15 dakika santrifiij edilmistir ve siipernatant atilmistir. Pelet
kismindaki hiicrelerin iizerine 2,5 M (NH4),SO4 (50 mM sodium fosfat tampon
icinde olacak sekilde pH 7,3) eklenmistir ve sonikatorde +4°C’de 3’er dakika
boyunca 8 kez tekrarlanarak parg¢alanmustir. Par¢alanmis hiicre 6ziitii +4 °C’de
106,000 g’ de 60 dk boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatant kisim saflastirma

basamaklari i¢in +4 °C’de saklanmustir.
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2.2.9.2. Sefaroz 4B Kolonu

Sefaroz 4B kolonu bir jel gegirgenlik kromatografisidir. Kolon 70x10°-
20x10° dalton biiyiikliigiindeki molekiillerin ayirmuni saglar. Makromolekiilleri
molekiil biiyiikliklerindeki farkliliklara gore ayirmaktir. Calisma prensibi kolon
kiiresel yapili ve belirli boyutta gézeneklere sahip jel parcaciklarindan olusmustur.
Farkli boyutta molekiilleri igeren bir ¢ozelti kolondan gecirildiginde, biiyiik
molekiiller gozenekli taneciklerin aralarindaki bosluklardan gecerek kolondan
hizla ilerler; kiiciik molekiiller ise gozenek igerisine difiizlenir ve molekiil
kiictildiik¢e artan bir alikonma siiresi ile kolondan ¢ikarlar.

Dolgu maddesi kolona paketlenir. Kolon boyutu 2.5x30 cm’dir. Kolondan
2.5 M (NH4)2SO4 igeren 50 mM fosfat tampon pH (7.3) gegirilerek kolon
dengelenmistir. 110 ml &rnek kolondan 48 ml/saat hizinda gecirilmistir. Ornek
gecirildikten sonra ayni hizda 100 ml, 2.5 M (NH4),SO4 igeren 50 mM fosfat
tampon gecirilerek yikama yapilmistir. Yikamanin ardindan 2.5 M-0.5 M
(NH4),SO4 iceren 50 mM fosfat tampon azalan bir gradient olusturacak sekilde
kolondan gegirilmistir. Gradientin toplam hacmi 1 litredir. Ornekler 12 ml olacak
sekilde toplanmustir.

Ayni zamanda bu islemler otomize edilmis Amersham AKTA Prime Plus
cihazinda da tekrarlanmistir. 280 nm de protein absorbanslari 6l¢iilmiistiir. Elde
edilen protein absorbanslar1 sonucunda ortaya ¢ikan piklerin 3 er adet 6niinden ve

arkasindan alinan tiiplerin enzim aktiviteleri 6l¢iilmustiir.

2.2.9.3. DEAE (Dietilaminoetil) seliiloz kolonu

DEAE seliiloz kolonu bir Iyon degistirici kolonudur. Proteinleri asit ve baz
ozelliklerine gore ayirmak i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde kolon igine
pH= 7 de pozitif ylik tagiyan bir seliiloz tiirevi olan DEAE- seliilloz ( dietil
aminoetil seliiloz) konur. Bu bilesige negatif yiik tasiyan proteinler baglanirken
diger proteinler kolondan ¢ikar. Daha sonra kullanilan tamponlarin iyonik kuvveti
degistirilerek kolon materyaline gegici olarak baglanmis olan bu proteinler

kolonun dolgu maddesinden ayrilarak kolondan ¢ikmaya baslarlar. Fraksiyon
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toplayicist ile kiigclik miktarlar halinde tiiplerde toplanan proteinler asidik yada
bazik oOzelligine gore diger proteinlerden ayrilmis olur. Bu tip kromatografi
ozellikle molekiil agirliklar1 birbirine ¢ok yakin olan molekiilleri ayirmak icin
kullanilmaktadir (Cutler 2004).

DEAE seliiloz kolonu (1x6 c¢m) 2 kolon hacmi kadar 2.5 M (NH4),SO4
iceren 50 mM fosfat tampon pH (7.3) ile dengelenmistir. Daha sonra 48 ml 6rnek
yiiklendikten sonra ayni tampon ile yikanmistir. Enzim 30ml/saat akis hizi ile 4.26
M NaCl igeren 50 mM fosfat tampon pH 7.3 ile toplanmistir. Ornekler 2 ml
olacak sekilde toplanmistir (Martinez-Espinosa 2001).

Ayni zamanda bu islemler otomize edilmis Amersham AKTA Prime Plus
cihazinda da tekrarlanmistir. 280 nm de protein absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Elde
edilen protein absorbanslar1 sonucunda ortaya ¢ikan piklerin 3 er adet dniinden ve

arkasindan alinan tiiplerin enzim aktiviteleri 6l¢iilmistiir.

2.2.9.4. Sefakril S-300 Kolonu

Bu kolonda jel gecirgenlik kolonudur. Sefakril kolonu 2000-400000 Da
arasindaki proteinlerin ayrimi i¢in uygun bir kolon dolgu maddesidir (Cutler
2004). Kolon 2 M NaCl igeren 50 mM fosfat tampon pH 7.3 ile dengelenmistir.
Kolon hacminin %2 si kadar 6rnek yiikledikten sonra 30ml/saat akis hiz1 ile ayni
tampon ile yikanmistir. Fraksiyonlar 2 ml olacak sekilde toplanmistir (Martinez-
Espinosa 2001).

Ayni zamanda bu islemler otomize edilmis Amersham AKTA Prime Plus
cihazinda da tekrarlanmistir. 280 nm de protein absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Elde
edilen protein absorbanslar1 sonucunda ortaya ¢ikan piklerin 3 er adet dniinden ve

arkasindan alinan tiiplerin enzim aktiviteleri 6l¢iilmustiir.
2.2.9.5. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi
Ham ekstre ve saflagtirma basamaklarinda elde edilen protein 6rneklerinin

miktar1 Bradford yontemi ile 6l¢iilmiistiir. Standart olarak Bovine serum albumin

kullanilmistir (Bradford 1976).
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2.2.10. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel
Elektroforezi)

Bu calismada NAS’in molekiiler agirligini belirlemek i¢in Laemmli’nin
tanimladigi SDS-PAJE yontemi kullanilmistir (Laemmli 1970). %12’lik
poliakrilamid jel konsantrasyonu kullanilmistir. Molekiil agirligini karsilastirmak
icin 200.000-6500 dalton arasinda proteinler igeren standart protein karisimi
(Sigma S8445) kullanilmustir.

Elektroforez olarak Bio-Rad mini protean II cell kullanilmistir. Akim 90
Volt’ta 2 saat boyunca siirdiiriilmiistiir.

Jel coomassie brillant blue boyasi ile boyandiktan sonra, fazla boyanin
uzaklagtirilmast i¢in yapilan yikamanimn ardindan jelin Uvi-Tec jel goriintiileme

sistemi ile fotografi ¢ekilmis ve analizi yapilmstir.
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3. BULGULAR

3.1. Hiicrelerin Gram Boyama ile Boyanmasi

Hiicreler gram boyama ile boyandiginda gram negatif olarak boyandiklari
gozlenmistir. 100x lik biiylitmede hiicreler pembe renkte olduklar1 gozlenmistir. Cubuk
ve kok seklinde drneklerin oldugu gézlenmistir. Bagka bir hiicre grubu ile kontaminasyon

gozlenmemistir.

Sekil 3.1. H. alexandrinus 100x’lik bityiitmedeki 151k mikroskobu goriintiisii
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3.2. Haloferax alexandrinus’un Biiyiime Egrisinin Cikarilmasi
3.2.1. Maksimal Besi Ortaminda Hiicre Biiyiime Egrisinin Cikarilmasi
Kiiltiirden 10 giin boyunca 6rnek alinip spectrofotometrede 600 nm’de
Olcilildiiglinde zamana bagli olarak bir artis gozlenmistir. 144. saat’ten sonra

azalan bir artis gézlenmistir. 10. giin sonunda kiiltiirin absorbans1 2,35’e kadar

Olciilmiistiir.

2,5 1

Abs (600 nm)

0,5

0 T T T T T T T T T 1
0 24 48 72 9% 120 144 168 192 216 240

Saat

Sekil 3.2. Maksimal besi ortamindaki hiicrelerin zamana bagli artan yogunlugu
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3.2.2. Minimal Besi Ortaminda Hiicre Biiyiime Egrisinin Cikarilmasi

Kiiltiirden 10 giin boyunca her giin 6rnek alip spectrofotometrede 600
nm’de Ol¢ilildiiglinde zamana bagli olarak bir artis gozlenmistir. 144. saat’ten
sonra azalan bir artig gdzlenmistir. 10. giiniin sonunda kiiltiiriin yogunlugu 1,38’e

kadar olclilmiistiir.

0 I I I I I I I I I 1
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

Saat

Sekil 3.3. Minimal besi ortamindaki hiicrelerin zamana bagli artan yogunlugu
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3.2.3. Nas Enzim Aktivitesinin Maksimum Oldugu Ureme Fazinin

Belirlenmesi

Asimilatif nitrat rediiktaz aktivitesinin maksimum oldugu iireme fazini
belirlemek i¢in 10 giin boyunca hergilin alinan 6rneklerden hem hiicre biiyiime
egrisi c¢ikarilmis hem de hangi iireme fazinda enzim aktivitesinin maksimum
diizeyde oldugu tesbit edilmistir. Enzim aktivitesi 48. saatten 192. saatin sonunu
kadar varolmasina ragmen maksimum aktivite 120 saatte en iist seviyede olarak
bulunmustur. Bu iireme fazi1 0,475 OD (600 nm) olarak tesbit edilmistir. Tiim
deney asamalari i¢in gerekli hiicre biiyiimesi bu faz yada yakin degerlere kadar

gerceklestirilmistir.

£

OD 600 nm

(nmol NO2/

0 24 48 72 9 120 144 168 192 216 240
Saat

Sekil 3.4. Kiiltiir gelisimine bagli olarak degisen Nas enzim aktivitesi (Nas enzim aktivitesi 4)

(Hiicre biiylime egrisi A)
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3.3. Besiyeri iqerigindeki Nitrat ve Nitrit Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi
3.3.1. Besiyerindeki Nitrat Miktarinin Belirlenmesi

Hiicrelerin iireyebilmesi i¢in minimal besi ortama eklenen nitrat (KNO3)
10 giin boyunca ol¢iimii yapildi. Olgiimler sonucunda nitratin kullamldig,
baslangicta 100 mM olan nitrat konsantrasyonunun 10. giin sonunda yaklasik 70

mM’a kadar diistiigli gézlenmistir. En biiyiilk azalma 96-120. saatler arasinda

gergeklesmistir.

120 -
100 -«
80 -
60 -

40 -

NO3 (Nitrat) mM

20 -

0 T T T T T T I I I !
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

Saat

Sekil 3.5. Zamana bagl olarak besiyerindeki azalan nitrat konsantrasyonu grafigi
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3.3.2. Besiyerindeki Nitrit Miktarimin Belirlenmesi

Hiicrelerin tiireyebilmesi i¢in minimal besi ortama eklenen nitrat’in
(KNO3) asimilatif nitrat rediiktaz (Nas) tarafindan nitrite donistiiriiliip
doniistiiriilmediginin tesbiti i¢cin minimal besi ontamindan 10 giin boyunca 6rnek
almip nitrit 6l¢iimii yapildi. Olgiimler sonucunda ilk 2 giin boyunca ortamda nitrit
tesbit edilemedi. 72. saatten sonra ortamda nitrit artist basladigi ve en biiyiik

artisin 96. saat ile 120. saatler arasinda oldugu tesbit edilmistir.

0 o
v v T T T T T T T 1

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Saat

Sekil 3.6. Zamana bagli olarak besiyerindeki artan nitrit konsantrasyonu grafigi
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3.4. Haloferax alexandrinus Nas Enziminin Biyokimyasal Ozelliklerinin

Belirlenmesi

3.4.1. Nas Enzim Aktivitesi Uzerine NaCl Konsantrasyonunun ve

Inkiibasyon Sicakhiginin Etkisi

Nas aktivitesi lizerine hem NaCl konsantrasyonlarinin hem de inkiibasyon
sicakliginin etkilerini belirlemek i¢in 0.5, 1.0, 2.0 ve 3.0 M’lik tuz
konsantrasyonlar1 ve her biri 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ve 90 °C sicakliklarda
enzim aktiviteleri Ol¢lilmiistir. 3.0 M’lik tuz konsantrasyonunda enzim
aktivitesinin daha yiiksek oldugu bulunmustur. 0,5 M’lik tuz konsantrasyonunda
ise enzim aktivitesinin daha diisiikk oldugu ortaya koyulmustur. Ayn1 zamanda
sicaklik  verileri karsilastirildiginda maksimum  aktivite 50 °C  olarak
belirlenmigtir. 1.0 M, 2.0 M ve 3.0 M’lik tuz konsantrasyonlarinda enzim
aktivitesi 50 °C’ye kadar artmaktadir. Enzim aktivitesi 50 °C’den itibaren ise
diisiis gostermektedir. 0,5 M’lik tuz konsantrasyonunda ise 40 °C’den itibaren

diisiis gostermektedir.

70

60 -

50 - ——0.5 M NaCl
——1 MNaCl

40 - —&— 2 M NaCl
—e— 3 MNaCl

w
o
I

N
o
I

V (nmol NO2/dakika/mg prt)

—
o
I

0 20 30 40 50 60 70 80 90
Sicaklik oC

o

Sekil 3.7. Nas enzim aktivitesi {izerine NaCl konsantrasyonunun ve inkiibasyon sicakliginin etkisi
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3.4.2. Nas Enzim Aktivitesi Uzerine Farkh Tuzlarin (KCl, MgCl,, AICl;)

Etkisi

Nas enzim aktivitesi lizerine farkli tuzlarin etkisini belirlemek i¢in KClI,

MgCl,, AICl; tuzlarinin 0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 M’lik konsantrasyonlari belirlenmis ve

bu konsantrasyonlardaki NAS enzim aktivitesine bakilmistir ve NaCl ile

karsilastirilmistir. Yapilan karsilastirmada KCl’nin artan konsantrasyonlariyla

beraber enzim aktivitesinin arttif1 gbzlenmis, ayrica tim konsantrasyonlarindaki

enzim aktivitesi NaCl’ye gore daha yiiksek oldugu tesbit edilmigtir. MgCl, ve

AICl5’lin  konsantrasyonlarinda ise enzim aktivitesinin gozlenemedigi tesbit

edilmistir.

Cizelge 3.1. Nas enzim aktivitesi lizerine farkli tuzlarin etkisi

TUZ
Konsantrasyonu NaCl KCl MgCl; | AICl;
3.22 9.66
0,5M
(mU/mg protein) (mU/mg protein) 0 0
11.8 22
IM
(mU/mg protein) (mU/mg protein) 0 0
19.3 43.5
I,5M
(mU/mg protein) (mU/mg protein) 0 0
33.8 66.05
2M
(mU/mg protein) (mU/mg protein) 0 0
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3.4.3. Nas Enzim Aktivitesi Uzerine pH’min Etkisi

Nas enzim aktivitesi iizerine pH’nin etkisini belirlemek i¢in sodyum
karbonat ve tris tamponlar1 kullanilarak enzimin optimum pH’s1 belirlenmistir. pH
degerleri 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5, 10.0 arasinda taranmistir. En
yuksek aktivite pH 9.5’de belirlenmistir.

a [=2]
o o
I ]

'S
o
L

(nmol NO2/min/mg prt)
N (]

-
o
I

5 5,5 6 6,5 7 7,5 8 8,5 9 95 10 105 11
pH

Sekil 3.8. Nas enzim aktivitesi lizerine pH’ nin etkisi
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3.4.4. Nas Enziminin izoelekrik Noktasinin’sinin Belirlenmesi

Nas enziminin izoelektrik nokta’sin1 belirlemek i¢in 2.5-7.5 pH araliginda
tamponlar hazirlanmis ve tamponlara eklenen enzimden sonra tamponlardaki
proteinin ¢dkelme oranlarina bakilmistir. En az ¢okelme olan tiipten en ¢ok
¢Okelme olan tiipler arasinda +,++,+++ seklinde puanlamalar verilmistir. Yapilan
deneyde en cok cokelme 5.3 pH’da gerceklesmistir ve bu sonug¢ izoelektrik

nokta’y1 gostermektedir.

Cizelge 3.2: Nas enziminin farkli pH lardaki ¢okelme.durumu

pH 25 2,7 2,9 3,1 3,3 3,5 3,7
Cokelme

orani + + + + + + +
pH 3,9 41 4,3 45 4,7 49 5,1
Cokelme

orani + + + ++ ++ ++ +++
pH 53 55 57 5,9 6,1 6,3 6,5
Cokelme

orani +++++ +++ ++ ++ + + +
pH 6,7 6,9 7,1 7,3 7,5

Cokelme

orani + + + + +
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3.4.5. Nas Enzim Aktivitesinin Inkiibasyon Periyoduna Bagh Degisimi

Nas enzim aktivitesinin inkiibasyon siiresine bagli degisimini belirlemek
icin 0. dakikadan baslayarak 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 75 ve 90. dakikalarda enzim
aktivitesi ol¢iilmiistiir. Inkiibasyon siiresinin artisgina paralel olarak enzim
aktivitesinin 45. dakikaya kadar artis gostermis ve 45. dakikadan sonra enzim

aktivitesinin sabit oldugu gézlenmistir (Sekil 3.9).

— 45
b
.
o 40-
o
£ 35
©
g w0,
4
< 25
§ 20 -
> 15
S 10
£
CER
S 0

o ¢
<4

5 10 15 20 30 45 60 75 90
Zaman (dakika)

Sekil 3.9. NAS enzim aktivitesinin inkiibasyon periyoduna bagli degisimi
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3.4.6. Nas Enzim Aktivitesi Uzerine Azid’in Etkisi

NAS enzim aktivitesi lizerine azid’in etkisi belirlenirken, normal enzim
aktivitesine karst Haloferax alexandrinus Nas’inin azide olan duyarlilig
saptanmistir. Sodyum azid stogundan 0.1, 0.5 ve 1 mM’lik konsantrasyonlar
olacak sekilde enzim reaksiyon karisimina eklenerek enzim aktivitesi {izerine
etkileri belirlenmistir. Normal Nas aktivitesini (40 nmol NO»/dakika/mg protein)
%100 olarak kabul ettigimizde azid’in artan konsantrasyonlarina bagli olarak
aktivitenin diistiigii tesbit edilmistir. 1 mM’lik diizeyinin aktiviteyi aktiviteyi %90

oraninda inhibe ettigi tesbit edilmistir.

Cizelge 3.3. Nas enzim aktivitesi lizerine azid’in etkisi

Sodyum Azid

Azid Konsantrasyon Aktivite (%)
0,1 mM 80%
0,5 mM 45%

I mM 10%
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3.4.7. Nas Enzim Aktivitesi Uzerine Siyaniir’iin Etkisi

NAS enzim aktivitesi lizerine siyaniiriin etkisi belirlenirken, normal enzim
aktivitesine kars1 Haloferax alexandrinus NAS’inin siyaniire olan duyarlilig
saptanmistir. Sodyum siyaniir stogundan 0.1, 0.5 ve 1 mM’lik konsantrasyonlar
olacak sekilde enzim reaksiyon karisimina eklenerek enzim aktivitesi {izerine
etkileri belirlenmistir. Normal Nas aktivitesini (40 nmol NO»/dakika/mg protein)
%100 olarak kabul ettigimizde siyaniiriin artan konsantrasyonlarina bagli olarak
aktivitenin duistigli, 1 mM’lik siyaniir konsantrasyonunda aktivitenin hemen

hemen kayboldugu tesbit edilmistir.

Cizelge 3.4. Nas enzim aktivitesi lizerine siyaniiriin etkisi

Sodyum Siyaniir

Siyaniir Konsantrasyon Aktivite (%)
0.1 mM 52%
0.5 mM 18%

1 mM 2%
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3.4.8. Nas Enzim Aktivitesi Uzerine EDTA’nin Etkisi

NAS enzim aktivitesi ilizerine EDTA’nin etkisi belirlenirken, normal
enzim aktivitesine kars1 Haloferax alexandrinus NAS’mnin EDTA’ya olan
duyarliligr saptanmistir. EDTA stogundan 0.1, 0.5 ve 1| mM’lik konsantrasyonlar
olacak sekilde enzim reaksiyon karisimina eklenerek enzim aktivitesi {izerine
etkileri belirlenmistir. Normal Nas aktivitesini (40 nmol NO»/dakika/mg protein)
%100 olarak kabul ettigimizde EDTA’nin artan konsantrasyonlarina bagl olarak
aktivitenin distiigli tesbit edilmistir. 1 mM’lik konsantrasyonda aktivite kaybi

%52 olarak bulunmustur.

Cizelge 3.5. Nas enzim aktivitesi lizerine EDTA nin etkisi

EDTA
EDTA Konsantrasyonu Aktivite (%)
0.1 mM 91%
0.5 mM 72%

1 mM %48
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3.4.9. Nas Enzim Aktivitesi Uzerine DTT’nin Etkisi

NAS enzim aktivitesi tizerine DTT nin etkisi belirlenirken, normal enzim
aktivitesine karst Haloferax alexandrinus NAS’mim DTT’ye olan duyarlilig
saptanmistir. DTT stogundan 0.5 ve 1 mM’lik konsantrasyonlar olacak sekilde
enzim reaksiyon karisimina eklenerek enzim aktivitesi {izerine etkileri
belirlenmistir. Normal Nas aktivitesini (40 nmol NO,/dakika/mg protein) %100
olarak kabul ettigimizde EDTA’nin artan konsantrasyonlarina bagli olarak
aktivitede bir degisiklik olmadigi ve DTT’nin enzimi inhibe etmedigi

gosterilmistir.

Cizelge 3.6. Nas enzim aktivitesi lizerine DTT nin etksi

DTT

DTT Konsantrasyonu Aktivite (%)
0.1 mM 100%
0.5 mM 100%

1 mM 98%
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3.4.10. Nas Enzim Aktivitesi Uzerine Siilfit’in Etkisi

NAS enzim aktivitesi lizerine siilfitin etkisi belirlenirken, normal enzim
aktivitesine kars1 Haloferax alexandrinus NAS’min Azide olan duyarlilig
saptanmistir. Sodyum siilfit stogundan 0.1, 0.5 ve 1.0 mM’lik konsantrasyonlar
olacak sekilde enzim reaksiyon karisimina eklenerek enzim aktivitesi {izerine
etkileri belirlenmigstir. . Normal Nas aktivitesini (40 nmol NO,/dakika/mg protein)
%100 olarak kabul ettigimizde siilfit’in artan konsantrasyonlarina bagl olarak
aktivitede diislis goriilmistir. ImM’lik konsantrasyonda aktivite kaybi %30

olarak bulunmustur.

Cizelge 3.7. Nas enzim aktivitesi lizerine siilfit’in etkisi

Sulfit

Siilfit Konsantrasyonu Aktivite (%)
0.1 mM 95%
0.5 mM 86%

1 mM 70%
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3.5. Nas Enziminin Kinetik Aktivitesinin Analizi

Haloferax alexadrinus Nas’inin KNO3 ve metil viyolojen (MV) i¢in Km
degerlerini belirlemek amaciyla degisen substrat konsantrasyonlarina karsi
enzimin hiz1 dl¢iilmiis ve sonuclar Michaelis-Menten ve Line Wearver-Burke
grafiginde gosterilmistir. Bu sonuglara gére Nas’in KNOs; icin Vmax degeri 61,1
nmol NO,/dakika/mg protein ,Km degeri 0,045+0,0144 mM olarak bulunurken,
MV i¢in Vmax degeri 19,01 nmol NO,/dakika/mg protein, Km degeri
0,0065+0,001 mM olarak bulunmustur.

##% Enzim Unitesi: 1 dakikada 1 pumol nitrat1 standart kosullarda iiriine

doniistiiren enzim miktaridir.

60

V(nmol NOz/min/mg prt)

0.1 0.2 0.3 0.4
Nitrate (mM)

Sekil 3.10. Nas Enziminin KNOj; i¢in Michaelis-Menten hiz grafigi
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Sekil 3.12. Nas Enziminin MV i¢in Michaelis-Menten hiz grafigi
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Sekil 3.13. Nas Enziminin MV i¢in Line-Weaver Burke hiz grafigi

3.6. Saflastirma

3.6.1. Ham Ekstrenin Hazirlanmasi

Hiicreler minimal besiortaminda en yiikksek nas enzim aktivitesi
gosterdikleri hiicre yogunlugu olan 0,475-0,5 absorbansa kadar iiretildikten sonra,
santrifiij edilip besiyerinden uzaklastirilmistir. Hiicreler daha sonra ultra ses
dalgalar ile sonikatorde parcalanmis ve 106.000 g de +4 °C’de 1 saat santrifiij

edilmistir. Daha sonra siipernatant ham enzim olarak kullanilmistir.

3.6.2. Sefaroz 4B Kolonu

Kolon boyutu 2.5x30 cm’dir. Kolondan 2.5 M (NH4),SO;4 iceren 50 mM
fosfat tampon pH (7.3) gegirilerek kolon dengelenmistir. 110 ml 6rnek kolondan
48 ml/saat hizinda gegirilmistir. Ornek gecirildikten sonra ayn1 hizda 100 ml, 2.5
M (NH4),SO4 iceren 50 mM fosfat tampon gegirilerek yikama yapilmistir.
Yikamanin ardindan 2.5 M-0.5 M (NH4),SOy igceren 50 mM fosfat tampon azalan

bir gradient olusturacak sekilde kolondan gegirilmistir. Gradientin toplam hacmi 1
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litredir. Fraksiyonlar 12 ml olacak sekilde toplanmustir. Istenilen nitrat rediiktaz

enzimi 552 ml’de gelmeye baslamistir ve yaklagik 36 ml toplanmustir.

Yukaridaki islemler AKTA Prime Plus cihazinda da tekrarlanmistir. Her

fraksiyon i¢in 280 nm de protein absorbansi 6l¢iilmiis ve 60. ml, 264. ml, 504.

ml’lere denk gelen tiiplerden yliksek protein absorbansi olciilmiistiir (Sekil 3.14).

En yiiksek absorbans degerlerine sahip tiiplerin 3 er onden ve arkadan alinan

tiplerde yapilan enzim aktivitesi Ol¢iimlerinde 480-516 ml arasinda tiiplerde
enzim aktivitesi tesbit edilmistir. Toplanan enzim fraksiyonu 48 ml’dir. Diger pik

olusturan tiiplerde ise enzim aktivitesi tesbit edilememistir. Bu toplanan enzim

fraksiyonu daha sonra DEAE-seliiloz kolonuna aktarilmstir.

2,5 7

Absorbans (280nm)

e
-

=
_________

]
N
(4]

Enzim Aktivitesi
nmol nitrit/dakika/mg prt

T

oo W
Lo I Ty ]
—

Hacim (ml)

______ — Sefaroz 4B fraksiyon

Nas enzim aktivitesi

Sekil 3.14. Sefaroz 4B Kromatogrami.

3.6.3. DEAE-Seliiloz Kolonu

DEAE seliiloz kolonu (1x6 c¢cm) 2 kolon hacmi kadar 2.5 M (NH4),SO4
iceren 50 mM fosfat tampon pH (7.3) ile dengelenmistir. Daha sonra 48 ml 6rnek



59

ylklendikten sonra ayni tampon ile yikanmistir. Enzim 30ml/saat akis hizi ile 4.26
M NaCl igeren 50 mM fosfat tampon pH 7.3 ile toplanmistir. Fraksiyonlar 2 ml
olacak sekilde toplanmistir. Nitrat rediiktaz enzimi eliisyon islemi basladiktan
sonra 7. tlipten itibaren gelmeye baglamistir. Yaklasik 6 ml 6rnek toplanmustir.
Yukarida anlatilan islemler AKTA Prime Plus cihazinda da
tekrarlanmistir. Her fraksiyon i¢in 280 nm de protein absorbansi 6l¢lilmiis 36. ml
oldugu 18. tiipte elde edilen ilk pik 2.5 M (NH4),SOj ile yapilan yikama sonucu
elde edilen piktir. Sonraki pik ise 76. ml den itibaren baglayan protein absorbansi
90. ml de en {list seviyeye ulasiyor. Nas enzim aktivitesi ise 88. ml den itibaren
basliyor ve toplam 6 ml nas enzimi igeren fraksiyon toplanmistir. Elde edilen

toplam enzim fraksiyonu sefakril S-300 kolonuna aktarilmistir.
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- 40
i
14 it
H R
IR
| HA
12 ! ' 43 ¥
T { k o
c 1 4 -5 1] ! ‘o £
(=] ,r ‘\ ; ll g a
g ! ‘\ ! !l = x
& g Y : \ 420 £
0 ! \ \ =4
= L) ! \ T
= H \ 4 [ E=
= UE 1 i ‘\ ] “ uﬁ .‘E
(=] ] ._ i \ [ <=
& : 1 i ; u
< 0.4 H “ ,' ‘l. 410 E
d " l" '.'| c
0.2 - / L ; :
l‘ L) 3 4
J AN F 1.
U LI L L L L L L L v B e B I'I T TrrTrrrrrrrTT Itl T []

SR D D R P ® R P R ®
Hacim (ml)

_______ DEAE-Selilloz fraksiyon

Nas enzim aktivitesi

Sekil 3.15. DEAE-seliiloz kromatogrami.
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3.6.4. Sefakril S-300 Kolonu

Kolon 2 M NaCl igeren 50 mM fosfat tampon pH 7.3 ile dengelenmistir.
Kolon hacminin %2 si (DEAE kolonundan elde edilen enzim fraksiyonu 6 ml)
kadar 6rnek yiikledikten sonra 30ml/saat akis hizi ile ayni tampon ile eliisyon
islemi baglatilir. Fraksiyonlar 2 ml olacak sekilde toplanmustir.

Yukarida anlatilan islemler AKTA Prime Plus cihazinda da
tekrarlanmigtir. Her fraksiyon i¢in 280 nm de protein absorbansi ol¢iilmiis ve 4

adet pik elde edilmistir. Fraksiyonlarda 58. ml’den itibaren nas enzim aktivitesi

belirlenmistir ve 3 tiipte toplam 6 ml 6rnek toplanmustir..
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______ — Sefakril 5-300

Nas enzim aktivitesi

Sekil 3.16. Sefakril S-300 Kolonu Kromatogrami.

Tim saflastirma basamaklarinin ardindan ilk elde edilen homojenat

orneginden itibaren her bir saflastirma basamaginda saflagtirma derecesi

artmaktadir. Son Sefakril S-300 kolonunun ardindan Ornek 69.7 kat

saflastirilmistir (Cizelge 3.8).



61

Cizelge 3.8. Enzimin saflastirma basamaklar1

Spesifik
Hacim | Protein Total | Aktivite iyilestirme Saflastirma
Adim Aktivite | (mU/mg”
(ml) (mg/ml'l) (U) |protein) (%) Derecesi

Homojenat 110 9 324 |3.30x107 100 1
Sefaroz-4B 48 2,1 0,62 | 6.15x107 19,3 1,86

6 2,7 0,43 | 2,65x107 13,3 8,03
DEAE-seliiloz
Sefakril S-300 1 0,7 0,16 0,23 4,93 69,7

3.7. SDS-PAGE ve Molekiil Agirhiginin Tesbiti

Bu calismada NAS’in molekiiler agirligin1 belirlemek i¢in Laemmli’nin
tanimladigi SDS-PAGE yontemi kullanilmistir. Ayirim  igin %12°lik  jel
konsantrasyonu kullanilmistir. Molekiil agirligimi karsilastirmak igin 205.000-
6500 dalton arasinda molekiiler agirliga sahip proteinler igeren standart protein
karisimi (Sigma S8445) kullanilmistir. Her bir saflagtirma basamaklarindan sonra
elde edilen fraksiyon Orneklerinden SDS-PAGE’ye yiikleme yapilmistir. Sekil
3.12.°de goriildiigli gibi saflastirma basamaklarindan sonra 6rnek tek bir bant
olarak elde edilmistir.H. alexandrinus Nas enziminin molekiiler agirligi 72+1.8

kDa olarak bulunmustur.
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Sekil 3.17. H. alexandrinus’dan saflagtirillmis Nas Enziminin SDS-PAGE goriintiisi. 1.
Standart protein markor, 2. Sefakril’den kolonundan elde edilen protein, 3. DEAE-seliiloz
kolonundan elde edilen protein, 4. Sefaroz 4B kolonundan elde edilen protein, 5. Ham

ekstre
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4. TARTISMA VE SONUC

Nitrat rediiksiyonu azot dongiisiinde tarimsal, ¢evresel ve halk sagligi
acisindan 6nemli rol oynayan bir islemdir. Bakteri, fungi, algler ve yiiksek bitkiler
tarafindan gerceklestirilen asimile edici nitrat rediiksiyonu her yil 10* megaton
inorganik azotun donilistimiinii saglamaktadir (Moreno-Vivian ve ark. 1999). Nas
azot asimilasyonunun anabolik arayolunda yer alan ilk enzimdir. Pek ¢ok
bakterinin bu enzimleri kodlayan Nas genlerine sahip oldugu rapor edilmistir
(Gonzales ve ark. 2006). Bununla birlikte birgok arkea da nitrat1 asimile edici
veya solunumsal arayollarla indirgeyebilmektedir (Moreno-Vivian ve ark. 1999).

Hipersalin cevrelerde yasayan halofiller tuzun denatiire edici etkilerine
dayanikli olup bir¢ok prokaryotik ve Okaryotik mikroorganizmay1 igermekte,
cevresel ozmatik basinci dengelemektedir. Ozel karakterleri ve genis capl
kiltlirlerinin yapilabilmesi halofilik organizmalar1 biyoteknolojik agidan da
degerli kilmaktadir (DasSarma ve Arora 2001). Haloarkeal nitrat asimilasyonu
biyokimyasal diizeyde ilk olarak Martinez-Espinosa ve ark. (2001) tarafindan
Haloferax. mediterrenai’de ¢aligilmistir. Bu calisma disinda halofilik arkeadaki
nitrat asimilasyonu hakkinda sinirli bilgiler mevcuttur. Bir ¢ok arkea nitrati
asimile edici ve solunumsal arayollarla indirgeyebilsede anaerobik kosullarda
gerceklesen disimile edici nitrat rediiksiyonu nitrat asimilasyonundan daha
siklikla gergeklesen bir islemdir. Bu anlamda bu tez calismasi zorunlu aerob
halofilik bir organizma olan Haloferax alexandrinus da nitrat asimilasyonunun
biyokimyasinin aydinlatilmasi acisindan ayr1 bir dnem tagimaktadir.

Halobacteriacea tiyeleri kirmizi renkli hiicrelerle karakterizedir. Bu renk
temel olarak bakterioruberinlerin varligna bagl olarak olugmaktadir (Asker ve
Ohta 2002a). Calismamizdaki 1sik mikroskobik incelemelerde H. alexandrinus
kirmiz1 renkli basil ve koklar olarak gdzlenmis gram boyama ydntemiyle gram
negatif 6zellikte oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.1).

H. alexandrinus’un maksimal besi ortamindaki kiiltiir gelisim siiresi Asker
ve Ohta’nin tesbit ettigi gibi calismamizda da 7 giinliikk siire icerisinde
gerceklesmistir (Sekil 3.2). 600 nm’de yapilan dl¢iimlerde kiiltlir yogunlugu takip

edilmis, kiiltir minimal besi ortamma aktarildiginda gelisim siiresinin
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degismedigi ancak kiiltiir yogunlugunun % 50 azalmis oldugu belirlenmistir
(Sekil 3.3). Bunun nedeni maksimal besiyerinde aminoasit, karbonhidrat, vitamin
ve proteinlerin bulunmasidir.

Minimal besiyerinden belirli zaman araliklarinda alinan 6rneklerde Nas
enzim aktivitesi takip edilmis ve enzim aktivitesinin 5. gilinde gelisimin
eksponansiyel fazinda maksimuma ulastig1 belirlenmistir (Sekil 3.4). 5. gilinden
itibaren enzim aktivitesinde azalma gdzlenmektedir. Bu azalma besiyerindeki
artan nitrit konsantrasyonuna bagli olarak Nas enziminin kademeli olarak inhibe
olmasindan ileri gelmektedir. Nitrit, Nas enziminin bir inhibitérii olarak
McDonald ve Coddington (1974) tarafindan rapor edilmistir.

(Calismamizda minimal besiyerindeki nitrit miktarinin zamana bagl olarak
artt1g1, baslangicta 0 olan nitritin kiiltiir gelisimi sonlandiginda 30 mM oldugu
belirlenmistir. Maksimum nitrit artisinin 96 ile 120. saatler arasinda 11 mM
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.6). Bu siireler i¢indeki Nas enzim aktivitesinin
maksimum oldugu gézlenmistir.

Minimal besiyerindeki nitrat konsantrasyonunun ise nitrit konsantrasyonu
ile ters orantili olacak sekilde zamana bagli olarak azaldigi, nitratin
mikroorganizma tarafindan aktif olarak kullanildig1 belirlenmistir. 96 ve 120
saatler arasindaki nitrat konsantrasyonu 9 mM azaldig: belirlenmistir (Sekil 3.5).
En ¢ok azalmanin basladigi 96-120. saatler arasinda nas enzim aktivitesinin
maksimum oldugu gozlenmistir.

Minimal besiyerindeki azalan nitrat konsantrasyonu ve artan nitrit
konsantrasyonu H. alexandrinus’un nas enziminin mevcut oldugunu ve enzimin
aktif oldugunu gostermektedir.

Maksimum enzim aktivitesindeki hiicre yogunlugu 0,475 abs (600 nm’de)
olarak belirlenmistir. Bu deger Martinez-Espinosa ve ark. tarafindan H.
mediterrenai i¢in 0,9 abs (600 nm’de) olarak rapor edilmistir. Bu farklilik goz
oniine alindiginda H. alexandrinus’un H. mediterrenai’ye oranla daha diislik bir
gelisim potansiyeline sahip oldugu soylenebilir. Bu iki tiiriin ayn1 ekosistemde bir
arada yasadigi diistiniildiigiinde H. mediterrenai’nin baskin tiir oldugu ve ortamda
bulunan nitrat1 daha yogun olarak tiikettigi diisliniilebilir. Bu durumda H.

alexandrinus’un daha az miktarda nitrat kullanarak hayatta kalmay1 basarabilmesi
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gerekmektedir. Bu iki organizmanin benzer fizyolojik yapiya sahip oldugu
distintildiiginde H. alexandrinus’un yasamsal gereksinimi olan molekiilleri
sentezleyebilmek icin ortamdaki nitrat1 daha aktif olarak kullanabilmesi bunun
icinde substratina olan ilgisi H. mediterrenai’ninkine oranla ¢ok daha yiiksek olan
bir Nas enzimine sahip olmasi1 gerekmektedir. Calismamizda elde edilen sonuglar
bu hipotezi hem ortaya ¢ikarir hem de dogrular niteliktedir. H. alexandrinus nitrat
rediiktazinin Km degerleri nitrat ve MV i¢in sirasiyla 0,045 mM ve 0.0065 mM
olarak belirlenmistir (Sekil 3.10 ve Sekil 3.12). Bu degerler H. mediterrenai
Nas’inin Km degerlerinin nitrat i¢in yaklasik 1/20 st MV igin ise 1/10’1 kadardir.
Bu diisik Km degerleri H. alexandrinus Nas’iin H. mediterrenai’ye oranla
substratina olan ilgisi daha yiiksek bir enzim oldugunun bir gostergesidir. Farkli
organizmalarda c¢alisilmis olan diger bazi nitrat rediiktazlarda nitrat i¢in belirlenen
Km degerleri 0.1 ve 1.6 mM araligindadir (Moreno-Vivian ve ark 1999, Alvarez-
Ossorio ve ark 1992, Bickel Sandkotter ve Ufer 1995, Ken-Ichi ve Hochstein
1996). Calismamizda elde edilen bu degerler saflagtirilmis enzim ile ¢alisilarak
belirlenmistir.

Kinetik ¢alismalar sonucu ¢izilen Michaelis-Menten grafiginde enzimin
hiperbolik bir egri izledigi saptanmistir (Sekil 3.10 ve sekil 3.12). Boyle bir egri,
Haloferax mediterranai’de de tesbit edilmistir (Martinez-Espinosa, 2001.).

Enzimin biyokimyasal parametreleride saflastirilmis enzim kullanilarak
calisgtlmistir.  Enzimin maksimum aktiviteyle calisildigt optimal kosullarin
belirlenebilmesi i¢in degisen sicaklik, pH ve tuz konsantrasyonlarinda aktivite
takip edilmistir. Capraz olarak calisilan sicaklik ve tuz parametrelerinden elde
edilen bulgular gbz Oniine alindiginda artan tuz konsantrasyonlarinda enzim
aktivitesinin belirgin bir sekilde arttig1 gozlenmistir (Sekil 3.7). Sicaklik artisina
bagl olarak ise 1.0 M, 2.0 M ve 3.0 M’lik tuz konsantrasyonlarinda enzim
aktivitesi 50 °C’de maksimuma ulasmistir. Ancak 0,5 M’k tuz
konsantrasyonunda enzim aktivitesi 40 °C’de maksimum olarak belirlenmistir
(Sekil 3.7). Bu durumda artan tuz konsantrasyonu artan sicaklik degerlerine karsi
enzim aktivitesi i¢in koruyucu bir rol oynamaktadir. Martinez-Espinosa ve ark.
calismalarinda H. mediterrenai Nas’1 i¢in optimum sicakligi 3.1 ve 2.2 M tuz

konsantrasyonlarinda 80 °C olarak belirlemislerdir. 1.3 ve 0.9 M’hk tuz
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konsantrasyonlarinda ise maksimum aktivite 60 °C sicaklikta gozlenmistir. Bu
durumda yiiksek tuz konsantrasyonlarinda Nas enziminin aktivitesinin yliksek
sicakliklarda dahi korunabildigi calismamizdaki bulgularla ortiisecek sekilde
Martinez-Espinosa ve ark. (2001) tarafindan da rapor edilmistir. H. alexandrinus
Nas enzim aktivitesi 0.5 ve 3 M’lik tuz konsantrasyonlari arasinda c¢alisilmis artan
tuz konsantrasyonuna bagli olarak enzim aktivitesininde artti§i belirlenmistir
(Sekil 3.7).

Degisen pH konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi takip edildiginde
maksimum aktivitenin pH 9.5’de meydana geldigi belirlenmistir (Sekil 3.8). Bu
durum H. alexandrinus Nas’mnin aktif merkezinde bazik karakterli aminoasitlerin
varligmin bir gostergesidir. 5-11 arasinda Olgiilen pH degerlerinde aktivite pH
9.5’e kadar arttig1 daha sonra azaldigi belirlenmistir. H. mediterrenai Nas’1 i¢in
optimal pH 9 olarak belirtilmigtir (Martinez-Espinosa ve ark. 2001). Aspergillus
nidulans Nas’1 ise 7.5-8.0 arasinda genis bir optimum pH araligina sahiptir
(McDonald ve Coddington 1974). Yine Rhodobacter capsulatus Nas enziminin
optimum pH degeri 9.5 olarak bulunmustur (Pino ve ark. 2006). Bu veriler
gosteriyor ki diger tiirlerdeki Nas enzimlerinin aktif bolgelerinde bazik
aminoasitler yer almaktadir.

H. alexandrinus’un izoelektrik nokta’s1 6l¢iildiiglinde en ¢ok ¢okelmenin
pH 5.3’de gerceklestigi tesbit edilmistir (Cizelge 3.2). Proteinler amfoterik
elektrolitlerdir. Protein molekiiliindeki serbest amino ve serbest karboksil gruplari
elektroliz edilebilir. Bu noktada protein negatif yiiklii bir anyondur. Diger yandan
sollisyonun pH s1 izoelektrik noktasindan diisiikse karboksil grubunun elektrolizi
inhibe olur ve amino grubu elektroliz edilir. Bu noktada protein pozitif yiikli bir
katyondur. Soliisyon belli bir pH degerinde oldugunda protein molekiiliindeki
pozitif yiiklerin sayis1 negatif yiiklerin sayisina esittir. Bu nokta proteinin
izoelektrik noktasidir. Proteinin viskositesi ve ¢oziinebilirligi izoelektrik noktada
azalir. Dolayisiyla pH 5.3 de Nas enziminin ¢6ziinebilirligi azalmis ve ¢cokmiistiir.
Bu sonugla proteinin aminoasit zincirinde asidik aminoasitlerin daha ¢ok oldugu
sonucuna varilabilir. Arkelerin halofil tiirlerinde asimile edici nitrat rediiktaz
enziminin izoelektrik pH’s1 makalelerde bildirilmemekle birlikte, diger canli

tiirlerinin asimile edici nitrat rediiktaz tiirlerinin izoelektrik pH’lar1 4.3-5.7
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araliginda bildirilmektedir (Hipkin ve ark. 1986, Alef ve Klemme, 1979, Seki-
Chiba ve Ishimoto 1977).

Haloferax alexandrinus Nas’imin inkiibasyon periyoduna bagli degisimi
incelendiginde, inkiibasyon siiresinin artigina bagli olarak enzim aktivitesinde 45.
dakikaya kadar arttig1 saptanmis ve daha sonra sabit olarak devam etmistir (Sekil
3.9). Bu durum Haloferax mediterrenai de 60. dakikaya kadar, Azotobacter
vinelandii’de benzer sonuglar verdigi gosterilmistir (Martinez-Espinosa ve ark.
2001, Gangeswaran ve ark, 1993). Bu sonuglar, H. alexandrinus Nas enziminin
diger tiirlerle karsilastirildiginda daha aktif oldugunu gostermektedir.

Paggi ve ark. (2007) farkli tuzlarin Rhodobacter sphaeroides nitrat
rediiktaz aktivitesi lizerine etkilerini arastirdiklar1 calismalarinda monovalent
katyonlarim (Na", K") enzim aktivitesinde artisa neden oldugunu, divalent
katyonlarm (Mg, Ca™) ise inhibitdr rolii oynadigim belirlemislerdir. Bizim
calismamizdaki sonuclarda bu bulgularla paralel niteliktedir. Calisilan KCI,
MgCl, ve AICl; tuzlarindaki enzim aktivitesi NaCl ile karsilagtirildiginda KC1
kullanildiginda enzim aktivitesinin ortalama % 100’lin iizerinde arttig1, MgCl, ve
AICl; tuzlari ile ise aktivitenin inhibe oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.1). KCl i¢in
ayn1 benzer sonuglar1 Martinez-Espinosa ve ark. (2001) H. mediterrenai iginde
bulmuslardir.

Enzim aktivitesi lizerine ¢esitli inhibitorlerin (azid, siyaniir, EDTA, DTT
ve siilfit) etkileride arastirilmistir. 1 mM’lik azid konsantrasyonunda %90°lik bir
aktivite azalmasi gozlenirken (Cizelge 3.3). I mM’lik siyaniir konsantrasyonunda
%098°1ik bir aktivite kaybi ile Nas enzimi neredeyse tamamen inhibe olmustur
(Cizelge 3.4). 1 mM’lik EDTA konsantrasyonunda ise % 52’lik bir aktivite
kaybina neden olmustur (Cizelge 3.5). McDonald ve Coddington (1974)
Aspergillus nidulans asimile edici nitrat rediiktazi i¢in siyaniir ve azidin sirasiyla
%100 ve %90 oraninda inhibitdr etki gosterdiklerini ve nitritinde %50 inhibisyona
neden oldugunu rapor etmislerdir. Bunun yani sira Martinez-Espinosa ve ark.
(2001) H. mediterrenai Nas’inin azid tarafindan %79 ve siyaniir tarafindan ise
%100 inhibe edildigini, EDTA’nin ise % 43’liik bir aktivite kaybma neden
oldugunu ortaya koymuslardir. I mM’lik DTT kullanildiginda enzim aktivitesinde
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herhangi bir degisiklik gozlenmemistir (Cizelge 3.6). H. mediterrenai enzimide
DTT inhibisyona ugramamaktadir. Ancak H. mediterrenai Nas’1 silfit tarafindan
inhibe edilmezken (Martinez-Espinosa ve ark. 2001) H. alexandrinus Nas’1 silfit
ile %30 oraninda inhibe olmaktadir (Cizelge 3.7).

H. alexandrinus Nas enzimi sefaroz 4B, DEAE-seliiloz ve sefakril S-300
kolonlarindan gecirilerek saflagtirilmistir. Bu islemlerin sonucunda ilk olarak jel
gecirgenlik kromatografisi olan sefaroz 4B kolonunda Nas enzimi 1.86 oraninda
molekiiler biiyiikliigiine gore saflastirilmistir. Sefaroz 4B kolonundan elde edilen
ornek ikinci olarak iyon degistirici kolon olan DEAE-Sellilloz kolonuna
yuklenmis ve molekiiliin yiiklerine goére 8.03 oraninda saflastirilmistir. Bu
kolondan elde edilen ornek jel gecirgenlik kromatografisi olan ancak Sefaroz
4B’ye gore hassasiyeti daha iyi olan Sefakril S-300 kolonuna yiiklenmis ve ham
ekstreye oranla 69.7 kat saf olarak elde edilmistir (Cizelge 3.8). H. mediterrenai
de yapilan benzer saflastirmada 177 kat saf olarak elde edilmistir (Martinez-
Espinosa ve ark. 2001). Haloarcula marismortui de ise yaklasik 40 kat saf elde
edilmistir (Yoshimatsu ve ark 2000). Elde edilen bu saf 6rnek kullanilarak
enzimin molekiiler 6zellikleri belirlenmistir. SDS-PAJE analizleri sonucunda
enzimin 72+1.8 kDa molekiiler agirliginda bir monomer oldugu belirlenmistir
(Sekil 3.17). Nitrat rediiktazlarla yapilan diger calismalarda farkl tiirlerde farkli
agirliklarda ve farkli yapilarda nitrat rediiktazlar saflastirilmistir. Bunlardan
bazilari, H. mediterrenai’de heterodimerik (105 ve 50) (Martinez-Espinosa ve ark
2001), Haloarcula marismortui’de homotetramerik (63 kDa) (Yoshimatsu ve ark
2000), Plectonema boryanum’da (Ida ve Makami, 1983) monomerik 80 kDa
agirhiginda asimile edici nitrat rediiktazlar elde edilmistir.

Bu tez calismasmin sonunda elde edilen bulgular ile H. alexandrinus
Nas’min biyokimyasal ve molekiiler 6zellikleri ilk kez ortaya konmustur. H.
alexandrinus Nas’1 H. mediterrenai’den sonra biyokimyasal ve molekiiler
ozellikleri ortaya konan ikinci halofilik arkeal asimile edici Nas’idir. Bunun yam
sira bu ¢alisma H. alexandrinus enziminin H. mediterrenai enzimine oranla daha
aktif bir enzim oldugunu ortaya koymaktadir. Kolay kiiltiire edilebilme 6zellikleri
ve endiistriyel alanlardaki kullanim potansiyeli ele alindiginda halofilik asimile

edici nitrat rediiktazlarin karakterizasyonu Onem tasimaktadir. Saflastirilan ve
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karakterize edilen enzimlerin endiistriyel islemlerde kullanimina yo6nelik
caligmalar yapilmasi yararli olacaktir. Bunun yani sira izole edilen yeni tiirler
izerinde de caligsmalar yapilarak daha yiiksek aktiviteye sahip ve farkli kosullarda

dayaniklilik gdsteren enzimlerin izolasyonu 6nem tagimaktadir.
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