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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Haloferax alexandrinus’TAN ASIMILE EDiCi NiTRIT REDUKTAZ
ENZIMININ SAFLASTIRILMASI VE BIiYOKIMYASAL
KARAKTERIZASYONU

Sinem DABAGOGLU

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Yard. Doc¢. Dr. Volkan KILIC
2015, 53 sayfa

Bu tez calismasinda halofilik arke Haloferax alexandrinus’tan asimile
edici nitrit rediikktazin (NiR) saflastirilmast ve bu enzimin biyokimyasal
Ozelliklerinin belirlenmesi amag¢lanmaistir.

Haloferax alexandrinus asimile edici nitrit rediiktaz enzimi 34,5 kat
saflastirilmigtir. Saf enzimin sodyum dodesil siilfat- poliakrilamid jel elekroforezi
(SDS-PAJE) analizleri NiR’in 62 kDa molekiiler agirliginda bir monomer oldugunu
gostermistir.

H. alexandrinus’un nitrit ve metil viyolojen i¢in Km degerleri sirasiyla 8,25
mM ve 1,46 mM’dir. Asimile edici nitrit rediiktazin optimum pH’1 7.5 ve optimum
sicakligi 60°C’dir. 3.5 M NaCl konsantrasyonunda maksimum aktivite 6lgtilmiistiir
ve ayn1 konsantrasyonlardaki KCl varliginda enzim aktivitesi ikiye katlanmigtir.

H. alexandrinus’un enzim aktivitesi siyaniir, azid, etilendiamin tetra asetik
asit, klorat ve siilfit varliginda diismiistiir. Ancak ditiotreitroliin enzim aktivitesi

tizerine bir etkisi yoktur.

Anahtar Kelimeler: Haloferax alexandrinus, Asimile Edici Nitrit Rediiktaz,
Halofil, Arke



ABSTRACT

Master of Science Thesis

PURIFICATION AND BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF
ASSIMILATORY NITRITE REDUCTASE FROM Haloferax alexandrinus

Sinem DABAGOGLU

Anadolu University
Graduate School of Sciences
Departmant of Biology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Volkan KILIC
2015, 53 pages

It is aimed to purify assimilatory nitrite reductase (NiR) and to determine
biochemical properties of this enzyme from halophilic archaeon Haloferax
alexandrinus in this thesis.

Assimilatory nitrite reductase from Haloferax alexandrinus was purified
34,5-fold. Sodium dodecyl sulfate — polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) analysis of the purified enzyme showed that NiR was a monomer with
molecular weight of 62 kDa.

Km values of H. alexandrinus for nitrite and methyl viologen were 8,25
mM and 1,46 mM respectively. The optimal pH value of the assimilatory nitrite
reductase was 7.5 and the optimal temperature was 60°C. Maximum NiR activity
was measured at 3.5 M NaCl concentration and the enzyme activity was doubled in
the presence of KCI at the same concentrations.

NiR enzyme activity of H. alexandrinus decreased in the presence of
cyanide, azide, ethylenediamine tetra acetic acid, chlorate, and sulfite. However

dithiothreitol had no effect on the activity of the enzyme.

Keywords: Haloferax alexandrinus, Assimilatory Nitrite Reductase, Halophile,
Archaea
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1. GIRIS

Gegmiste bitkiler ve hayvanlar seklinde iki gruba ayrilan siniflandirma
sistemi, oOzellikle bakteri ve diger prokaryot hiicre yapisina sahip canlilar
siniflandirmada yasanan zorluklar nedeniyle, 20. ylizyilin ortalarinda 16S ve 18S
ribozomal RNA dizileri karsilastirilmasi esasina dayanarak giiniimiizdeki son halini
almistir. Bu yeni bakis acisiyla Woese ve Fox tarafindan 1977 yilinda canlilar
Bacteria, Archaea ve Eukarya olmak {izere {i¢ ana gruba ayrilmistir ve her bir ana

grup “domain” olarak adlandirilmistir (Woese ve Fox 1977; Woese ve ark. 1990).
1.1. Archaea Domaini

Gilinimiize kadar yapilan ¢alismalardan elde edilen molekiiler analizler
Archaea domaininin prokaryot yapida olmalarina ragmen transkripsiyon ve
translasyon motiflerinin  Bacteria’dan ¢ok FEukarya domainine benzerlik
gosterdigini ortaya koymaktadir. Arkeler transkripsiyon sirasinda oOkaryotlara
benzer sekilde TATA baglama proteinlerini iceren RNA polimeraz II promotorlari
ve transkripsiyon baslatici transkripsiyon faktor II B’yi kullanilar (Langer ve ark.
1995). Arke translasyonunda baslama ve uzama kisminda gorev alan faktorler yine
Okaryotlarla benzerlik gostermektedir (Bell ve Jackson 1995).

Arkelerin en dikkat ¢ekici 6zelligi hiicre duvarlarinda peptidoglikan iceren
bir muramik asit olan murein molekiiliinii icermemeleridir. Buna ragmen osmotik
basinca kars1 direngli hiicrelerdir. Bunun yani sira hiicre yiizeyleri kristalin protein
katmani ile gevrilidir. Arkeleri osmotik basinca karsi koruyan yiizey katman
proteinleri (S-layer proteinleri) evrimlesen ilk hiicre zar1 yapisi olarak
diisiiniilmektedir. Istisnalarla birlikte hemen hemen her arke tiirii bu tabakaya
sahiptir. Bunun yani sira ¢ok az arke tiirlinde pseudomurein tabakas1 mevcuttur. Bu
yap1 bakteriyal peptidoglikanlarla benzerlik gosterse de peptidioglikanlarin
biyosentezine katilan higbir proteinle homoloji gostermemektedir (Albers ve Meyer
2011).

Arkeler agirlikli olarak ytiksek tuzlulukta ve yiiksek sicakliktaki karasal
ve sucul alanlarda yasayan ekstrem canlilardir. Bununla birlikte camurlarda anoksik
kosullarda, okyanuslarin dibinde ve hatta petrol rezervlerinde bile yasayabilirler

(Esko ve ark. 2009). Bunun yan1 sira hayvanlarin sindirim sisteminde simbiyotik



olarak yasadiklar1 da bildirilmistir (Hara ve ark. 2002). Genellikle anaerobik
canlilar olsalar da, aerobik ve fakiiltatif anaerobik olarak yasayan tiirleri de
bulunmaktadir (Schleper ve ark. 1996; Segerer ve ark. 1986). Biiyiik oranda yiiksek
sicaklikta (termofil), yiiksek osmotik basingta (halofil) ve ekstrem pH’l1 ortamlarda
(asidofil ve alkalofil) yasamalarina ragmen normal sicaklik ve tuzluluk oranina
sahip habitatlardan izole edilen tiirleri de mevcuttur (Chaban ve ark. 2006).
Archaea domaini Euryarchaeota, Crenarchaeota (Woese ve ark. 1990) ve
Thaumarchaeota (Brochier-Armanet ve ark. 2008) olmak tizere ti¢ filumdan
olugmaktadir. Bunun yan1 sira heniiz taksonomik olarak kabul gérmemis olsa da
Aigarchaeota, Geoarchaeota, Korarchaeota ve Nanoarchaeota olmak tizere dort

farkli filum daha Onerilmistir (Lindas ve Bernander 2013).
1.2. Halofillik

Halofil, 100 g/I’den daha yiliksek tuzluluga sahip alanlarda gelisim
gosteren canlilara verilen isimdir. Kushner 1985’te halofilleri gereksinim
duyduklar1 tuz konsanrtrasyonuna gore siniflandirmistir. Buna gore gelismek icin
%1’den daha az oranda tuza gereksinim duyanlar, halofilik olmayanlar;
geligebilmek i¢in %1-3 arasinda tuza ihtiya¢ duyanlar, az halofiller; gelisebilmek
icin %3-5 oraninda tuza gereksinim duyanlar, orta derecede halofiller ve
gelisebilmek i¢in %15°den daha fazla tuza ihtiya¢ duyanlar ise ekstrem halofiller
olarak adlandirilmistir (Kushner, 1985).

Halofilik organizmalar Archaea, Bacteria ve Eukarya domainin tiglinde de
mevcuttur. Archaea domaini i¢inde ise sadece Euryarchaeota filumu iiyelerinde

halofillik goriillmektedir (Oren 2008).
1.3. Haloferax alexandrinus

Haloferex alexandrinus ilk kez Asker ve Ohta tarafindan Iskenderiye
(Misir) sehrindeki tuz géllerinden izole edilen ekstrem halofil bir arkedir (Asker ve
Ohta 2002a). Euryarchaeota filumunun Halobacteriales ordosuna ait bir tiirdiir
(Brenner ve ark. 2001). Ayrica iilkemizdeki Tuz Goli’'nden de izole edildigi
bilinmektedir (Mutlu, 2008).



Haloferax alexandrinus 250 g/l tuz konsantasyonlarinda optimum gelisim
gosteren ve magnezyum siilfata yiiksek derecede bagimli bir halofildir. Optimum
40 g/l magnezyum siilfata ihtiya¢ duyar ancak 409 g/I’ye kadar magnezyum siilfat
iceren ortamlarda da yasayabilmektedir. Zorunlu bir aerobtur. Nitrat ve nitriti
anaerobik olarak indirgeyebilirler. Hiicreleri suda pargalanir. Geligsmesi igin
gereken sicaklik araligi 20-55°C olmakla birlikte optimum gelisim sicakligi
37°C’dir. Bunun yani sira 5.5-7.5 pH araliginda gelisim gosterebilir ancak optimum
gelisim pH’1 7.2°dir. Kullandig1 karbon kaynaklar1 ¢ok cesitlidir. Glikoz, gliserol,
siksinat gibi basit karbon kaynaklarini kullandiklar1 gibi aminoasitler, yeast
ekstrakt gibi daha karmasik karbon ve azot kaynaklarini1 kullanabilirler. Bununla
birlikte pepton, kazein ve nisastay1 karbon kaynagi olarak kullanamamaktadirlar

(Asker ve Ohta 2002b).
1.4. Azot Dongiisii

Azot (N2) giines sistemindeki en ¢ok bulunan besinci element olup niikleik
asitlerin ve proteinlerin yapisinda rol aldigi i¢in de tiim canlilar i¢in ¢ok dnemlidir
(Cabello ve ark. 2004; Canfield ve ark. 2010). Atmosferde yaklasik olarak %80
oraninda gaz formundadir ve diger kismi toprakta kayalar, organik maddeler ve
minerallerde direkt olarak kullanilmayacak sekilde bulunmaktadir. Bu
kaynaklardaki azottan yararlanabilmek icin azot dongiisiiniin boliimleri olan
biyolojik azot fiksasyonu, immobilizasyon, amonifikasyon, nitrifikasyon ile nitrat
asimilasyonu, disimilasyonu ve denitrifikasyonu gibi olaylarin gergeklesmesi
gerekir (Canfield ve ark. 2010). Biyolojide azot bilesenleri iiretmek ig¢in +5
(nitratta) ile -3 (amonyakta) araligindaki yiikseltgenme basamaklarina sahip gesitli
redoks reaksiyonlart meydana gelir (Martinez-Espinosa ve ark. 2001a). Bu nitrojen
dongiileri ve redoks reaksiyonlar1 farkli organizmalar tarafindan farkli yollarla
gergeklestirilir ve tiim bu reaksiyonlarin toplami biyolojik azot dongiisiinii meydana
getirir (Cabello ve ark. 2004).

Azotun  biyosferde kullanilabilmesi ig¢in  biyolojik  molekiillere
doniistiiriilmesi gerekmektedir. Azot fiksasyonu olarak adlandirilan bu doniisiim
prokaryotlar tarafindan azot gazinin nitrojenaz enzimi ile amonyuma (NHa4")

indirgenmesi sayesinde gergeklestirilir (Sekil 1.1) (Cabello ve ark. 2004).



Okaryotlarin da fiksasyon yaptigi bildirilmis olsa da bu organizmalar azot
fiksasyonu yapan prokaryotlarla simbiyotik olarak yasayan canlilardir. Bazi
organizmalar fiksasyon yapmak yerine azotu dogrudan amonyum olarak dogadan
alabilirler ya da asimile edici nitrat rediiksiyonu yoluyla nitratt (NO3") NHs"’e
indirgerler. Amonyum ve diger biyolojik formlar1 dogada tekrar serbest kaldiginda
kaderleri ortamdaki oksijen varligina gore belirlenir. Oksijen varliginda, amonyum
nitrifikasyon olarak adlandirilan yolak yardimiyla nitrata yiikseltgenirken oksijen
yoklugunda nitrat iki farkli yolak kullanilarak indirgenir. Bu yolaklardan birincisi
son {irlin olarak amonyumun olustugu disimile edici nitrat indirgenmesi yolagidir.
Ikincisi ve daha yaygim olarak kullanilan1 ise nitratin azot gazina indirgendigi
denitrifikasyondur (Sekil 1.1) (Canfield ve ark. 2010). Nitrifikasyon ve
denitrifikasyon sirasinda agiga ¢ikan nitréz oksit (N20) atmosferdeki sera gazi
etkisinden sorumlu gazdir (Dore ve ark. 1998).

Anaerobik amonyum oksidasyonu (annomox) ¢ogu deniz habitatlarinda N>
olugmasina katki saglayan nitritin indirgenmesi ile amonyumun yiikseltgenmesinin
birlikte ¢alistig1 ve denitrifkasyonun aksine nitréz oksit tiretimine neden olmayan

ekzogonik bir siirectir (Sekil 1.1) (Strous ve ark. 2006).
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Sekil 1.1. Azot dongiisiiniin 6nemli basamaklar1. Nitrifikasyon aerobik kosullarda gerceklesirken
NAS araciligiyla NO3- ve NiR araciligiyla NO2- indirgenmesi, anaerobik amonyum
yiikseltgenmesi (anammox), denitrifikasyon ve N2 fiksasyonu anaerobik kosullarda

gergeklesmektedir (Canfield ve ark. 2010°dan uyarlanmistir)

1.4.1. Nitratin nitrite ve amonyuma indirgenmesi

Nitratin amonyuma indirgenmesi iki basamakli bir yolaktir. Birinci
basamakta (1.1)’de goriildiigii gibi nitrat (NO3") nitrite (NO2) indirgenir ve

reaksiyon nitrat rediiktaz (Nas) enzimi ile iki elektron indirgenerek katalizlenir.

NO;3 +2e +2 H" — NO2 + H,0 (1.2)



Nitratin nitrite indirgenmesi sirasinda farkli organizmalardan izole edilmis
nitrat rediiktazlar dort grupta toplanmistir. Bunlardan birincisi 6karyotlardan izole
edilen asimile edici nitrit rediiktazlardir (60NAS). Bu 6NAS’lar FAD, sitokrom b557
ve molibdenum olmak ftizere ti¢ farkli prostetik gruba sahiptirler (Campbell 2001).

Reaksiyonu Kkatalizleyen nitrat rediiktazlardan diger {igii prokaryotlardan
izole edilen enzimlerdir. Bunlardan ilki nitrat asimilasyonunda gorev alan asimile
edici nitrat rediiktazlardir (NAS). Bu enzimlerin aktivasyonu asimilasyonun son
irtinii olan amonyum tarafindan allosterik olarak durdurulur (Moreno-Vivian ve
ark. 1999). Ferrodoksin (Fd) veya NAD(P)H’1 elektron vericisi olarak kullanan iki
tipi belirlenmistir. Elektron vericisi olarak ferrodoksini kullanan NAS’larin demir
aclig1 kosullar1 altinda flavidoksini de elektron verici olarak kullandig1 bildirilmistir
(Guerrero ve ark. 1981).

Prokaryotik nirat rediiktazlardan ikincisi nitrat solunumunun ilk
basamagini katalizleyen ve merkezi bdlgeleri sitoplazmada bulunan nitrat
rediiktazlardir NAR) (Zumft, 1997; Blasco ve ark. 2001).

Nitratin nitrite indirgenmesini katalizleyen iigiincii ve son prokaryotik
nitrat rediiktaz ise hiicrenin periplazmasinda yer alan asimile edici olmayan nitrat
rediiktazlardir (NAP) (Berks ve ark. 1995).

Nitratin amonyuma indirgenmesi yolagindaki ikinci basamak ise (1.2)’de
goriildiigii sekilde nitritin amonyuma (NH4") 6 elektron kullanilarak indirgenmesi

ile meydana gelmektedir.
NO2 +6e” + 2 H" — NH4"+ 2 H,0O (1.2)

Nitritin amonyuma indirgenmesi reaksiyonu asimile edici nitrit
rediiktazlar tarafindan katalizlenir (Martinez-Espinosa ve ark. 2001a).

Redoks reaksiyonlar1 sitoplazma membranindaki elektron tagima sisteme
ya da sitoplazmik olarak ¢6ziinebilen ve genellikle NAD(P)H’1 elektron kaynagi
olarak kullanan enzimlere bagimlidirlar. “Asimle edici” ve “disimile edici”
terimlerinin reaksiyonlarin elektron kaynagi farkina gore belirlenir. “Asimile edici”
terimi hiicre materyaline katilan molekiiller ve iyonlar olusturan reaksiyonlar i¢in
kullanilir ve asimile edici enzimler elektron alicist olarak dogrudan membran

elektron tagima sistemini kullanmazlar. Bunun yani sira “disimile edici” terimi ise



elektronlarini membran tagima sisteminden alir (Moreno-Vivian ve Ferguson
1998). Bu nedenle asimile edici yolaklar olan azot fiksasyonu ve asimile edici nitrat
indirgenmesi sonucu olusan amonyum glutamat sentaz ve glutamat dehidrojenaz
yoluyla karbon iskeletine katilarak aminoasitleri olusturmada kullanilir (Guerrero
ve ark. 1981; Bonete ve ark. 2008).

Asimile edici nitrat indirgenmesinin arkelerde (Martinez-Espinosa ve ark.
2001a, Kili¢ 2010), bakterilerde (Coleman ve ark. 1978), alglerde (Zumft 1972; Ho
ve ark. 1976), mayalarda (Rivas ve ark. 1973), mantarlarda (\Vega ve Garrett 1975)
ve yiiksek bitkilerde (Vega ve Kamin 1977) gergeklestigi bildirilmistir.

1.4.2. Asimile edici nitrit rediiktazlar

Asimile edici nitrit rediiktazlar temelde elektron vericisi olarak kullandiklari
molekiile gore iki tiptirler. Elektron vericisi olarak feredoksini kullanan asimile
edici nitrit rediiktazlar tipik olarak fotosentetik organizmalarda tanimlanmistir.
Bunun yan1 sira NAD(P)H’1 elektron vericisi olarak kullanan nitrit rediiktazlar ise
fotosentetik olmayan organizmalardan izole edilmistir (Guerrero ve ark. 1981).

Daha once yapilan ¢alismalarda siyanobakterlerin (Luque ve ark. 1993),
deniz algleri ve yiiksek bitkilerin feredoksini elektron vericisi olarak kullandig
belirtilmistir. Bununla birlikte siyanobakterlerin NAD(P)H’tan dogrudan elektron
alamadiklar1 ancak diisiik molekiiler agirlikli bir flavoprotein olan flavodoksini
elektron vericisi olarak kullanabildikleri rapor edilmistir (Zumft 1972; Vega ve
Kamin 1977). Bunun yan1 sira yapay elektron vericisi olarak kullanilan molekiiller
arasinda metil viyolojenin en etkili elektron verici oldugu da bilinmektedir
(Guerrero ve ark. 1981; Martinez-Espinosa ve ark. 2001a). Feredoksin nitrit
rediiktazlar ¢6ziinebilen enzimler olmasina ragmen Anacystis sp.’de (siyanobakter)
hiicre i¢i partikiillerle iligkili gibi goriinmektedir. Saflastirilan FdNiR’lerin
hidroksilamini nitrite goére daha diisiik bir hizda da olsa amonyuma indirgedigi
bilinmektedir. Ancak siilfit rediiktazlar hem nitriti hem hidroksilamini hem de
siilfiti substrat olarak kullanabilseler de FdNiR’lerin siilfiti substrat olarak

kullanmadigi goriilmistiir (Zumft 1972; Ho ve ark. 1976; Vega ve Kamin 1977).



Yapilan c¢alismalar FdANiR’lerin 60-70 kDa araliginda molekiiler agirliga
sahip oldugunu ve ~600 aminoasitlik tek bir polipeptit zincirinden olustugunu
gostermistir (Guerrero ve ark. 1981)

Siyanobakterlerde siyaniirin (Vega ve ark. 1980), yiiksek bitkilerde
(Hucklesby ve ark. 1976) ve alglerde karbon monoksidin (CO), ve biguanid
hidrokloriiriin (P HMB) FdNiR’leri inhibe ettigi bilinmektedir (Zumft 1972; Vega
ve Kamin 1977). Ayrica Cucurbita nitrit rediiktazin1 da mersalille inhibe oldugu
gosterilmistir (Hucklesby ve ark. 1976).

Yiiksek bitkilerle ve alglerle yapilan ¢esitli caligmalardan saf olarak elde
edilen FANiR’ler “hem” igeren proteinlerle benzer spektrum gostermektedirler. Bu
spektrumlarin hepsinde 380-390 nm ve 570-580 nm dalga boylarinda pikler tespit
edilmistir (Guerrero ve ark. 1981). Ispanaktan saflastirilan nitrit rediiktazin hem-
prostetik grubu siilfit rediiktazdaki prostetik yapiyla benzer oldugu i¢in “sirohem”
olarak adlandirilmistir (Krueger ve Siegel 1982) ve bu prostetik grup iizerine
yapilan calismalar yiiksek bitkilerden izole edilen nitrit rediiktazlarda bir demir-
stilfir merkezinin oldugunu ve bu merkezin tetraniiklear kiimeler (4Fe-4S) halinde
bulundugunu gostermistir (Aparicio ve ark. 1975; Lancester ve ark. 1979).

Fotosentetik olmayan canlilardan izole edilen asimile edici nitrit rediiktazlar
indirgenmis piridin niikleotitlerini elektron vericisi olarak kullanmaktadir
(Guererro ve ark. 1981). Bir fungus olan Neurospora crassa’nin hem NADPH’1
hem de NADH’1 (Garrett 1972), bir maya tiiri olan Torulopsis nitratophila’nin
sadece NADPH’1 (Rivas ve ark. 1973), Escherichia coli (Coleman ve ark. 1978) ve
Azotobacter chroococcum (Guerrero ve ark. 1973) gibi prokaryot organizmalarin
ise NADH’1 elektron verici olarak kullandig1 ¢esitli calismalarla gosterilmistir. Bu
indirgenmis piridin niikleotitlerine ihtiya¢ duyan NiR’ler maksimum aktivite igin
FAD’a gereksinim duyarlar (Campbell ve Kinghorn 1990).

Neurospora crassa (Garrett, 1972) ve E. coli (Coleman ve ark. 1978)
NAD(P)H-nitrit rediiktazlar1 da hidroksilamini amonyuma indirgemektedir. Ancak
bu enzimler siilfiti substrat olarak kullanamazlar (Garrett, 1972; Coleman ve ark.
1978).



Karbon monoksit Neurospora’da enzimle bir kompleks olusturarak asimile
edici NAD(P)H-nitrit rediiktazlarin inhibe olmasina neden olur (Vega ve ark. 1973)
Ayrica nitrit benzeri; siilfit, siyaniir ve arsenit gibi gesitli inorganik anyonlar da
NAD(P)H-nitrit rediiktazlar1 inhibe etmektedir (Coleman ve ark. 1978; Garrett ve
Amy 1979). Bunun yani sira yapilan tiim NAD(P)H-nitrit rediiktaz ¢alismalarinda
pHMB’nin enzimi son derece etkin bir bicimde inhibe ettigi gosterilmistir
(Guerrero ve ark. 1981).

NiR’in  hiicredeki  aktivasyonunun  diizenlenmesi  Okaryotlarda
transkripsiyonel diizenlemeye baglidir. Chlamydomonas’ta amonyum yokluguna

ve 151k varligina bagli oldugu gosterilmistir (Ferndndez ve ark. 1998).
1.4.2.1. Halofilik asimile edici nitrit rediiktazlarin biyokimyasal 6zellikleri

Fotosentetik organizmalarda asimile edici nitrit rediiktazlar kloroplastta
bulunan feredoksini elektron vericisi olarak kullanirken fotosentetik olmayan
asimile edici nitrit rediiktazlar ise NAD(P)H’1 kullanmaktadir (Campbell ve
Kinghorn 1990). Ilgin¢ bir sekilde Archaea domaini iiyesi, halofil Haloferax
mediterranei’den asimile edici nitrit rediiktaz saflastiran ilk ve tek ¢alismada
Martinez-Espinosa ve ark. (2001a) organizmanin fotosentez yapmadigi halde
feredoksin kullandigini bildirmislerdir.

Feredoksin sicakliga oldukg¢a dayanikli bir proteindir. 0.2 M gibi diisiik tuz
konsantrasyonlu ortamlara 60°C sicakliklara kadar stabil kalabilir. Tuz
konsantrasyonu 4 M gibi yiiksek konsantrasyonlara ulastiginda feredoksin 80°C
sicakliklarda bile bozulmadan kalabilmistir (Bonete ve ark. 2008). Bunun yani sira
E. coli, Azotobacter ve funguslarla yapilan ¢alismalar NAD(P)H bagimli asimile
edici nitrit rediiktazlarin olduk¢a dayaniksiz oldugunu gostermektedir (Guerrero ve
ark. 1981). Bu veriler arkeal NiR’lerin ekstrem ortamlara uyum saglamak igin
feredoksin kullandigini diisiindiirmektedir.

Haloferax mediterranei’den saflastiritlan NiR NADH’1 elektron vericisi
olarak kullanamaz. Ancak Martinez-Espinosa ve ark. (2001a) tarafindan yapilan

calismada NiR, NADPH varliginda, %10 enzim aktivitesi gostermistir.



Halofilik ilk asimile edici nitrit rediiktaz enziminin SDS-PAJE analizleri
enzimin 66 kDa’lik bir polipeptit zincirinden olusan monomerik bir yapiya sahip
oldugunu gostermektedir. Haloferax mediterranei NiR’i igin Ky degeri 8.6 mM’dir
ve maksimum enzim aktivitesi 60°C’de 3.3 M NaCl’de gozlenmistir. Saflastirilan
diger asimile edici nitrit rediiktazlarla uyumlu bir sekilde sirohem ve [4Fe-4S]
kiimeleri icermektedir (Martinez-Espinosa 2001a).

Haloferax mediterranei’de NiR siyaniir, fenazin metosiilfat (PMS) ve 2,6-
diklorofenol indofenol (DPIP) tarafindan inhibe edilmistir. Bunun yani sira EDTA,
azid ve FAD varliginda enzim aktivitesi yaklagik yar1 yariya azalmistir (Martinez-
Espinosa 2001a).

Arkeal NiR’ler bakteriyel NiR’lere benzer sekilde nitrit varliginda
aktiflesirken amonyum artisiyla birlikte baskilanmaktadir.

1.5. Amacg

Bu tez ¢alismasinda halofil bir arke olan Haloferax alexandrinus’tan
asimile edici nitrit rediiktazin saflastirilmast ve biyokimyasal 6zelliklerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Boylece arkeal nitrat asimilasyonu ile 1ilgili

literatiirdeki eksikligin giderilmesi konusunda 6nemli adimlar atilmis olacaktir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal
2.1.1. Cahismada kullanilan mikroorganizma

Bu ¢alismada kullanilan mikroorganizma Haloferax alexandrinus (JCM
10717) organizmasidir. Bu organizma ilk kez Asker ve Ohta tarafindan 2002
yilinda iskenderiye’den (Misir) izole edilmistir. Daha dnceden Japan Collection of
Microorganisms RIKEN BioResource Center’den liyofilize olarak elde edilen

kiltlir bolimiimiiziin kiiltiir koleksiyonunda mevcut bulunmaktadir.
2.1.2. Calismada kullanilan besiyeri

Calismada kullanilan besiyerlerinin igerigi Difco, Fluka, Merck ve

Sigma’dan temin edilmistir.

Konsantre %30 deniz suyu (SW) (gr/l) stok sivi besiyeri

NaCl...oooooiiii 240 gr
MgCl2.6H20...........ccooeinntn. 30 gr
MQgSO4.7H20. ..o, 35¢r
KClo 7 er
IMTris.CLpH7.5.......c.coon. 5ml
CaCl2.2H20......ooeiiiia, 2 ml

CaCl,.2H20 steril olarak hazirlandiktan sonra besiyeri igerigine eklenmistir. Tris
baz ile pH 7.5’e ayarlanarak distile su ile 1 litreye tamamlanmis ve 121°C’de 15

dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Rodriguez-Valera ve ark. 1988).

%25 maksimal siv1 besiyeri (gr/l)

Deniz suyu (%30 stok)............... 833 ml
Distile sU......ccooeviiiiiiiii 134 ml
Pepton (oxoid).........cooeiinin.n. Sgr
Yeastextract.........cooevueiiinin 1 gr
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Tris.Cl ile pH 7.5’e ayarlandiktan sonra distile su ile 1 litreye tamamlanmistir ve
121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Rodriguez-Valera ve ark.
1980; Rodriguez-Valera ve ark. 1983).

Minimal siv1 besiyeri (gr/l)

NaCl.......ooiii, 250 gr
MQSO4.7H20. ..., 20 gr
KCluu oo 2 gr
NasCeH507....cccoviiiiiiiiiieece e, 3gr
FeSO4.7TH20. ..o, 0.05 gr
MNSO4.H20......ccooiiii 0.2 mg
GlKOZ.....ooviviiiii Sgr
KNO3. ..o 10 gr
KH2PO4....ooiiiiiiiice 050r
FECI3u it 0.02 gr

Tiim kimyasal maddeler ¢ozdiiriildiikten sonra NaOH kullanilarak pH 7.4°e

ayarlanip distile su ile 1 litreye tamamlanmustir.
2.1.3. Calismada kullanilan soliisyonlar

Calismada kullanilan soliisyonlar Fluka, Merck ve Sigma tarafindan temin

edilmistir.

2,5 M amonyum siilfat tamponu (gr/l)

(NH4)2SO4ucvevciiiieeeee 330.35 gr
NaH2PO4.....ccviiiiiiiiiii, 4.05 gr
NazHPOg4. ..o 4.63 gr

pH 7.4 ayarlanmig ve distile su ile 1 litreye tamamlanmugtir.
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Hiicre yikama tamponu (gr/l)

NaClooooiii 250 gr
NasCeHsO7....oovieii i, 3gr
KCLo e, 2er

Distile su kullanilarak 1 litreye tamamlanmastir.

4.26 M Sodyum Kkloriir (50 mM fosfat tamponu icinde)

NaCl.oooiii e, 250 gr
NaH2PO4....ooviiiiii 4.05 gr
NazHPOg4. ..o 4.63 gr

pH 7.3’e ayarlandiktan sonra distile su ile 1 litreye tamamlanmastir.
700 mM metil viyolojen (MV)

Metil viyolojen..................ooeeuin 1.80 gr
Distile SU......oovviiiiiiiiiii, 10 ml

Hazirlandiktan sonra koyu renkli bir sisede ve 4°C’de 1 aya kadar saklanmaistir.
500 mM potasyum nitrit (KNO3)

KNO3. oo 4.255 gr
Distile SU...cooviiiii 100 ml

1 M sodyum dihidrojen fosfat

NaH2POa. .o, 69 gr
Distile SU...cooviiiii 500 ml

1 M disodyum hidrojen fosfat

NazHPOg4. ..o 71 gr
Distile SU...vvee e 500 ml
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1 M fosfat tamponu (pH 7.5)

ITMNaHPO4. oo, 80 ml
IMNaHPO . e, 20 ml

340 mM sodyum ditiyonit (Na2S204) [0.1 M sodyum bikarbonat
(NaHCO:3) icinde]

NaHCOs3......cooiiiiii 0.84 gr
NazS204....eeiiiiii 0.591 gr
Distile SU.....covviiiii 10 ml

Her kullanimdan 6nce taze olarak hazirlanmistir.
% 1’lik siilfanilamid

3 N hidroklorik asit............covvvviiii . 100 ml
Stlfanilamid. ... gr

N-(1-naftil)-etilendiamin-dihidrokloriir (NEDA)

NEDA . ..o 0.02 gr
Distile SU..uueee e 100 ml

1.5 M Tris baz (pH 8.8)
Trisbaz....cooveiviiii i, 181.65 gr

800 ml distile su eklenerek Tris baz ¢oziilmiistiir. HCl kullanilarak pH 8.8’e
ayarlandiktan sonra distile su ile 1 litreye tamamlanmigtir. Whatman No:1 filtre

kagidi kullanilarak filtre edildikten sonra koyu renkli sisede saklanmaistir.
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1 M Tris baz (pH 6.8)
TrSDAzZ....coov i 121.1 gr

800 ml distile su eklenerek Tris baz ¢oziilmiistiir. HCI kullanilarak pH 6.8°¢
ayarlandiktan sonra distile su ile 1 litreye tamamlanmistir. Whatman No:1 filtre

kagidi kullanilarak filtre edildikten sonra koyu renkli sisede saklanmaistir.

10’luk sodyum dodesil siilfat (SDS) stok

Distile su ile 100 mI’ye tamamlandiktan sonra Whatman No:1 filtre kagidu ile filtre

edilmistir.
%10’luk amonyum persiilfat
Amonyum persiilfat.................... 100 mg

Distile su ile 1 ml’ye tamamlanmistir. Her kullanimdan oOnce taze olarak

hazirlanmustir.

SDS elektroforez tamponu

TrSDhaz. ..o 30.3 gr
GHSIN. .o 144.2 gr
S S 10 gr

Tris baz ve glisin distile su i¢inde ¢oziildiikten sonra SDS ilave edilmistir. SDS de

cozdiiriildiikten sonra distile su kullanilarak 1 litreye tamamlanmistir.

Protein yiikleme tamponu

Gliserol.......oooiii 0.8 ml

%10 SDS. .o 1.6 ml

B-merkapto etanol.................ooii 0.4 ml
IMTrisbaz (pH6.8)...cccviiiiiiiiiiiieie, 0.5 ml

%0.05 Bromfenol mavisi..............cooevieiiiiiin, 0.2 ml
Distile SU.....ovviiii 4.5 ml
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Standart protein karisimi

Elektroforez igin standart protein karisimi BioRad’dan (Precision Plus
Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Standards Kat. No: 161-0375) temin
edilmistir. Bu standart protein 10000 ile 250000 Dalton arasindaki proteinleri

icermektedir.
2.2. Yontem
2.2.1. Liyofilize kiiltiiriin maksimal ve minimal besiyerinde gelistirilmesi

Hazirlanan her bir 250 ml’lik maksimal besiyerine bir vial liyofilize
haldeki kiiltiirden eklenmistir. Besiyerleri 37°C’de 150 rpm’de inkiibasyona
birakilmigtir. Ortalama inkiibasyon siiresi 12 giindiir. Kiiltiirler gelistikten sonra
4°C’de saklanmustir.

Hazirlanacak 500 ml’lik minimal besiyeri i¢in maksimal besiyerinden 5
ml’lik 6rnek alinmistir. Bu 6rnekler tiiplere aktarilarak 8000xg’de 5 dakika kadar
santrifiij (Beckman Coulter Allegra™ 25R Centrifuge) edildikten sonra siipernatant
uzaklastirilmigtir ve her tiipe 5 ml hiicre yiama tamponu eklenmistir. Tiipler
8000xg’de 5 dakika kadar santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirilmistir

ve hiicreler besiyerlerine eklenmistir.

2.2.2. Haloferax alexandrinus’un potasyum nitrit varhgindaki biiyiime

egrisinin ¢cikartilmasi

Minimal besiyerlerinden ekim yapildigi andan itibaren belirli zaman
araliklartyla 1000 pl’lik 6rnekler alimmistir. Bu ornekler spektrofotometrede

(Shimadzu UV-2101PC) 600 nm absorbansta 6lgiilmiistiir.

2.2.3. Nitrit rediiktaz aktivitesinin en yiiksek oldugu iireme fazimin

belirlenmesi

S1vi minimal besiyerindeki hiicrelerden belirli zaman araliklarinda 100 ml
ornek alinarak protein ekstaksiyonu hazirlanmistir ve elde edilen ham ekstrelerden

enzim aktivitesi tayini yapilmistir.
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2.2.4. Enzim ekstraksiyonunun hazirlanmasi

Minimal besiyerinde biiyiitiilen hiicrelerden belirli zaman araliklarinda
alman 100 ml’lik 6rnekler temiz tliplere aktarilmistir. 15000xg’de 30 dakika
boyunca santrifiij edilerek toplanmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra ayni
tiiplere 100 ml hiicre yikama tamponu ilave edilmistir ve tiipler tekrar 15000xg’de
15 dakika kadar santrifiij edilmistir.

Hiicrelerin yikanmasindan sonra her 100 ml’lik 6rnege 5 ml olacak sekilde
50 mM sodyum fosfat tamponu i¢inde amonyum siilfat ilave edilerek hiicreler
tiplerden kaldirilmis ve temiz tiliplere aktarilmistir. Daha sonra hiicreler
ultrasonikator (Sonics and Material Vibra Cell VCX 400) yardimiyla 4°C’de 3’er
dakikalik periyotlar halinde 8 kez olacak sekilde parcalanmistir. Pargalanan
hiicreler 106000xg’de 60 dakika kadar santrifiij edilmistir ve elde edilen
siipernatant temiz tiiplere aktarilmistir ve deneylerde kullanilmak iizere 4°C’de

saklanmistir.
2.2.5. Nitrit rediiktaz (NiR) enzim aktivitesinin belirlenmesi

NiR aktivite tayini nitritin kolorimetrik olarak belirlenmesi yontemiyle
yapilmugtir. 250 pl hacimli deney karisimi 50 mM fosfat tamponu (pH 7.5), 3.2 M
NaCl, elektron vericisi olarak 7 mM metil viyolojen, substrat olarak 5 mM KNO.,
kofaktér ve reaksiyon baslatici olarak 17 mM NazS;04 (DT) ve 50 pl enzim
ekstraksiyonu igermektedir.

Reaksiyon karigimi DT disinda yukaridaki gibi hazirlandiktan sonra
60°C’de 2 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra deney karisimina 17 mM
DT eklenerek reaksiyon baglatilmistir. Tiipler 60°C’de 20 dakika boyunca inkiibe
edildikten sonra tiipler hizlica sallanarak DT’ nin oksidasyonu saglanmistir ve
reaksiyon bitirilmistir (Martinez-Espinosa ve ark. 2001a).

Reaksiyon karisimi temiz bir tiipte 1:40 oraninda distile su ile diliie
edildikten sonra tiipe sirastyla 1 ml siilfanilamid ve 1 ml NEDA eklenmistir. Oda
sicakliginda 20 dakika bekletildikten sonra enzim aktivitesi spektrofotometrede 540

nm absorbansta saptanmistir (Snell ve Snell 1949).
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2.2.6. Nitrit rediiktaz enziminin saflagtirilmasi
2.2.6.1. Ham ekstraktin hazirlanmasi

Minimal besiyerinde biiyiitiilen hiicreler 15000xg’de 30 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Siipernatant kisimdaki besiyeri uzaklastirildiktan sonra tiiplere
hiicre yitkama tamponu ilave edilmistir ve tiipler tekrar 15000xg’de 15 dakika kadar
santrifiij edilerek yikanmistir. Tiiplere 50 mM sodyum fosfat tamponu iginde
amonyum siilfat ilave edilerek hiicreler kaldirilmis ve temiz tiiplere aktarilmistir.
Daha sonra hiicreler ultrasonikatér yardimiyla 4°C’de 3’er dakikalik periyotlar
halinde 8 kez olacak sekilde parcalanmistir. Pargcalanan hiicreler 106000xg’de 60
dakika kadar santrifiij edilmistir ve elde edilen silipernatant temiz tiiplere
aktarilmistir ve saflagtirma deneylerinde kullanilmak {izere 4°C’de saklanmistir

(Kilig 2010).
2.2.6.2. Sefaroz 4B kolonunun hazirlanmasi

Jel  filtrasyon  kromatografisi ~ makromolekiillerin ~ molekiiler
biiyiikliiklerine gore ayrilmasinda kullanilan bir yontemdir ve Sefaroz 4B kolonu
jel filtrasyonunda kullanilan bir kromatografi dolgu maddesidir. Bu kolon 70x10°
ile 20x10° Dalton biiyiikliikteki molekiillerin ayriminda kullanilmaktadir. Bu dolgu
maddesi belirli boyutlardaki gézeneklere sahip olan kiiresel yapili, jel halindeki
taneciklerden olugmaktadir. Homojen boyutlarda molekiiller icermeyen bir sivi
cozelti kolondan gecirildiginde gozeneklerden daha biiyiikk olan molekiiller
gozeneklerde tutulmayip hizlica kolonu terk ederler. Daha kiigiik boyuttaki
molekiiller ise gbzeneklere diflize olurlar ve kolondan gegme siireleri bu alikonma
nedeniyle uzar (Kazan 1997).

Kolon dolgu maddesi distile su ile iyice yikanarak 2.5%30 cm
boyutlarindaki kolona aktarilmigtir. Daha sonra 300 ml 2.5 M (NH4)2SO4 igeren 50
mM fosfat tamponu (pH 7.3) kolondan gegirilerek kolon dengelenmistir. Daha
sonra protein ekstrakti kolona aktarilmistir ve bu ekstrakt 48 ml/saat hizinda
kolondan gegirilmistir. Ekstrakt gecirildikten hemen sonra, aym1 hizda ge¢gmek
sartiyla 100 ml 2.5 M (NH4)2SO4 iceren 50 mM fosfat tamponu (pH 7.3) kolona
eklenerek kolon yikanmistir. Bu islemin ardindan 2.5 M — 0.5 M (NH4)2SO34 igeren
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50 mM fosfat tamponu (pH 7.3) toplam hacmi 1 litre olacak sekilde azalan bir akis
olusturarak kolondan ayni hizda gecirilmistir. Protein Ornekleri fraksiyon
toplayicist1 (GE Frac-920) yardimiyla her tiipte 8 ml olacak sekilde tiiplere
toplanmistir. Proteinler 280 nm absorbansta 6l¢lilmiistiir ve elde edilen degerlerde
ortaya ¢ikan en yliksek degerlerin iicer adet Oniinden ve arkasindan alinan 6rnekler

toplanarak enzim aktivitelerine bakilmistir (Kilig 2010).
2.2.6.3. Dietil amino etil (DEAE) seliiloz kolonunun hazirlanmasi

Iyon degisim kromatografisi molekiilleri sahip olduklar1 yiiklere gore
ayirmada kullanilan bir yontemdir. DEAE seliiloz kolonu da bir iyon degisim
kromatografisi dolgu maddesidir ve molekiillerin asidik veya bazik 6zelliklerine
gore ayrilmalarinda kullanilan bir maddedir. DEAE seliilloz maddesi pH 7’de pozitif
yiikli olan seliiloz tiirevi bir maddedir. Kolondan ge¢irilen maddelerden negatif
yiiklii olanlar bu dolgu maddesine tutunurken pozitif yiiklii molekiiller kolonu hizla
terk eder. Daha sonra kolonda kullanilan tamponlarin iyonik kuvveti degistirilir ve
kolon maddesine baglanmis haldeki negatif yiiklii molekiiller serbest hale gecerek
kolonu terk etmeye baslar. Iyon degisim kromatografisinde kullanilan bu tip kolon
maddeleri 6zellikle molekiiler agirliklar1 birbirine ¢ok yakin olan molekiilleri
ayirmada elverisli maddelerdir (Cutler 2004).

1x6 cm boyutlarindaki kolona DEAE seliiloz kolonu aktarilmistir. Kolona
aktarilan kolon dolgu maddesinin hacminin iki kati kadar hacimde 2.5 M
(NH4)2SOasigeren 50 mM fosfat tamponu (pH 7.3) kolona eklenerek kolon dengeli
bir hale getirilmistir. Bu islemden sonra protein ekstrakti kolona eklenmistir ve 30
ml/saat hizinda kolondan gegirilmistir. Ayni hizda 2.5 M (NH4)2SOs igeren 50 mM
fosfat tamponu (pH 7.3) gecirilerek kolon yikanmistir. Daha sonra yine ayni hizda
kolondan gegirilen 4.26 M NaCl iceren 50 mM fosfat tamponu (pH 7.3) kullanilarak
protein ekstrakt: tiiplere toplanmistir. Fraksiyon toplayicisi yardimiyla toplanan
proteinler her bir tiipte 2 ml olacak sekilde toplanmistir (Martinez-Espinosa ve ark.
2001a).

Proteinler 280 nm absorbansta Ol¢lilmiistiir ve elde edilen degerlerde
ortaya ¢ikan en yiiksek degerlerin iicer adet 6niinden ve arkasindan alinan 6rnekler

toplanarak enzim aktivitelerine bakilmistir.
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2.2.6.4. Q-Sefaroz kolonunun hazirlanmasi

Q-Sefaroz kolonu iyon degisim kromatografisinde kullanilan bir kolon
dolgu maddesidir.

4x10 cm boyutlarindaki kolona gii¢lii anyon degistirici Q-Sefaroz dolgu
maddesi aktarilmistir. Nitrit rediiktaz aktivitesi igeren tiipler toplanarak bir gece
boyunca 4°C’de %20 gliserol iceren 50 mM fosfat tamponu (pH 7.0) karsisinda
diyaliz edilmistir. Yine ayn1 tampon kullanilarak kolon dengeli hale getirilmistir.
Daha sonra proteinler kolona eklenmistir ve kolon dolgu maddesi hacminin iki
kadar hacimde ayni tampon kullanilarak kolon yikanmigtir. Daha sonra gradient
olusturmak i¢in 0 ile 2.5 M arasinda NaCl konsantrasyonu igeren %20 gliserollii 50
mM fosfat tamponu (pH 7.0) eklenmistir ve proteinler fraksiyon toplayici
yardimiyla toplanmistir. Daha sonra proteinlerin 280 nm’de absorbans 6l¢iimleri
yaptlmistir. Olusan piklerin O6niinde ve ardindaki ii¢ tiip toplanarak enzim

aktiviteleri 6l¢iilmistiir (Martinez-Espinosa 2001a).
2.2.7. Protein konsantrasyonunun belirlenmesi

Enzim ekstraksiyonundan ve saflastirma basamaklarindan elde edilen
protein Orneklerinin icerdigi protein miktar1 Bradford yontemi ile belirlenmistir.
Standart olarak bovin serum albiimin kullanilmistir ve ornekler 595 nm’de

Ol¢tilmiistiir (Bradford 1976).
2.2.8. Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAJE)

Elde edilen protein orneklerinin molekiiler agirliklarin1 belirlemek icin
%12’lik poliakrilamid jel konsantrasyonu kullanilarak SDS-PAJE yonteminden
yararlanilmigtir  (Laemmli  1970). Molekiiler agirliklart karsilastirmak igin
kullanilan standart protein karigimi BioRad’dan (161-0375) temin edilmistir ve bu
standart 10000 — 250.000 Dalton araligindaki proteinleri igermektedir.
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Elektroforeze (Bio-Rad Mini Protean Il Cell) yiiklenen proteinler 90
Volt’luk akim altinda 2 saat boyunca yiirlitiilmiistiir. Daha sonra elde edilen jel
Coomassie Brillant Blue boyasi ile boyanmis ve fazla boyanin uzaklastirilmasi i¢in
distile su ile yikanmustir. Jel goriintiileme sistemi (Uvi-Tec) kullanilarak proteinler

analiz edilmistir.

2.2.9. Haloferax alexandrinus’tan elde edilen NiR’in biyokimyasal

ozelliklerinin belirlenmesi

2.2.9.1. NiR enzim aktivitesi iizerine NaCl konsantrasyonu ve inkiibasyon

sicakhigimin etkisinin belirlenmesi

0.5 M baslangi¢ konsatrasyonu olmak iizere 1.0, 2.0 ve 3.0 M NaCl
konsantrasyonlar1 igeren ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler temiz tiiplerdeki
NiR enzim reaksiyon karigimi iizerine eklenerek enzimin aktivasyonundaki
degisimler incelenmistir.

NiR enzim aktivitesi iizerine inkiibasyon sicakliginin etkisini belirlemek
icin 20°C’den baslayarak 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C ve 90°C’lerde NiR
enzim aktivitesindeki degisimlere bakilmis ve inkiibasyon sicakliginin aktivite

tizerindeki etkisi aragtirilmigtir.
2.2.9.2. NiR aktivitesi iizerine pH’1n etkisinin belirlenmesi

Enzimin optimum pH’smi belirlemek i¢in daha once belirlenen optimum
sicaklikta pH degerleri 5.0 ile 10.0 arasinda kademeli olarak degistirilerek NiR

aktivitesi tizerindeki etkileri belirlenmistir.

2.2.9.3. NiR enzim aktivitesi iizerine KCl ve MgCl: gibi farkh tuzlarin

etkisinin belirlenmesi

NiR aktivitesi lizerine KC1 ve MgCl2 tuzlarimin etkisini belirlemek i¢in bu
tuzlarin 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 M’lik konsantrasyonlarini iceren ¢ozeltiler hazirlanmistir
ve bu konsantasyonlardaki tuzlarin varliginda NiR’in enzim aktivitesindeki

degisiklikler incelenerek NaCl ile karsilastirilmustir.
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2.2.9.4. NiR enzim aktivitesi iizerine siyaniiriin etkisinin belirlenmesi

0.1, 0.5 ve 1.0 mM’lik konsantrasyonlarda Sodyum siyaniir iceren
hazirlandiktan sonra enzim reaksiyon karigimimna eklenerek siyaniiriin enzim

aktivitesi tizerine etkileri belirlenmistir.

2.2.9.5. NIiR enzim aktivitesi iizerine etilendiamin tetraasetik asidin (EDTA)

etkisinin belirlenmesi

0.1, 0.5 ve 1.0 mM’lik konsantrasyonlarda EDTA igeren hazirlandiktan
sonra enzim reaksiyon karistmina eklenerek EDTA’nin enzim aktivitesi lizerine

etkileri belirlenmistir.
2.2.9.6. NiR enzim aktivitesi iizerine ditiotreitol (DTT) etKisinin belirlenmesi

0.1, 0.5 ve 1.0 mM’lik konsantrasyonlarda DTT iceren c¢dozeltiler
hazirlandiktan sonra enzim reaksiyon karisimina eklenerek DTT’nin enzim

aktivitesi lizerine etkileri belirlenmistir.
2.2.9.7. NiR enzim aktivitesi iizerine azidin etkisinin belirlenmesi

0.1, 0.5 ve 1.0 mM’lik konsantrasyonlarda sodyum azid iceren ¢ozeltiler
hazirlandiktan sonra enzim reaksiyon karigimina eklenerek azidin enzim aktivitesi

tizerine etkileri belirlenmistir.
2.2.9.8. NiR enzim aktivitesi iizerine kloratin etkisinin belirlenmesi

0.1, 0.5 ve 1.0 mM’lik konsantrasyonlarda potasyum klorat iceren
¢ozeltiler hazirlandiktan sonra enzim reaksiyon karisgimina eklenerek Kloratin

enzim aktivitesi lizerine etkileri belirlenmistir.
2.2.9.9. NiR enzim aktivitesi iizerine siilfitin etkisinin belirlenmesi

Sodyum siilfit igeren 0.1, 0.5 ve 1.0 mM’lik konsantrasyonlarda ¢ozeltiler
hazirlandiktan sonra enzim reaksiyon karisimina eklenerek siilfitin enzim aktivitesi

tizerine etkileri belirlenmistir.
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2.2.10. NiR kinetik aktivitesinin analiz edilmesi

Haloferax alexandrinus NiR’inin KNO2 ve MV igin Vimax Ve Km degerlerin
belirlemek i¢in enzim hizinin farkli konsantrasyonlardaki substratlara karsi

degisimi Ol¢iilmiis ve sonuglar Linewearer-Burke grafiginde gosterilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Haloferax alexandrinus’un Potasyum Nitrit Varhgindaki Biiyiime

Egrisinin Cikartilmasi

Potasyum nitrit iceren minimal besiyerlerinde biiytitiilen hiicrelerden 15
giin boyunca her giin 6rnek alarak spektrofotometrede 600 nm’de Ol¢iim
yapilmistir. Hiicrelerin biiyiimelerinde zaman bagli bir artis gozlenmistir. 216.
saatten sonra hiicre biiyiimesi hizinda bir yavaglama gozlenmistir. Hiicre yogunlugu

1,30’a kadar 6l¢iilmiistiir (Sekil 3.1).

Absorbans (600 nm) (OD)
o o o e
IS [e)] [o0] = N ~

o
)

o

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336
Saat

Sekil 3.1. Minimal besiyerinde biiyiitiilen hiicrelerin zamana bagli olarak gelisimi

3.2. NiR Enzim Aktivitesinin Maksimum Oldugu Biiyiime Fazinin

Belirlenmesi

Asimile edici nitrit rediiktaz aktivitesinin maksimum oldugu tireme fazini
belirlemek 10 giin boyunca besiyerlerinden drnekler alinarak hem biiylime egrisi
olusturulmus hem de enzim aktivitesinin hangi fazda en yiiksek diizeyde oldugu

belirlenmistir. Enzim aktivitesi 168. saatlerden itibaren 240. saatlere kadar
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mevcuttur. Ancak en yiiksek enzim aktivitesinin goriildiigii zaman dilimi 192. saat
olarak bulunmustur. Bu faz 0,946 OD (600 nm) olarak belirlenmistir. Tim
deneylerin siirdiiriilebilmesi igin gerekli hiicre biliyiimesi bu fazda ya da yakin

degerlere kadar gergeklestirilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. NiR aktivitesinin hiicrelerin biiytimesi sira8sindaki gelisimi enzim aktivitesi m (abs)]

[hiicre biiyiime egrisi o (abs)]

3.3. Saflastirma
3.3.1. Sefaroz 4B kolonu

2.5%30 cm boyutlarindaki Sefaroz 4B kolonu hazirlanmistir. Kolondan 2.5
M (NH4)2SOs igeren 50 mM fosfat tampon pH (7.3) gegirilerek kolon
dengelenmistir. Kolondan 30 ml drnek 48 ml/saat hizinda gecirilmistir. Ornek
gecirildikten sonra ayni hizda 100 ml, 2.5 M (NH4)2SOs igeren 50 mM fosfat

tampon gecirilerek yikama yapilmistir. Yikamanin ardindan toplam hacmi 1 litre
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olan 2.5 M-0.5 M (NH4)2SO4 igeren 50 mM fosfat tamponu azalan bir gradient

olusturacak sekilde kolondan gecirilmistir.

Her fraksiyon i¢in 280 nm’de protein absorbansi 6l¢iilmiis ve 16. ml, 312.
ml, 584. ml’lere denk gelen tiiplerden yiiksek protein absorbansi ol¢iilmiistiir. En
yiiksek absorbans degerlerine sahip tiiplerin 6niinden ve arkasindan alinan ticer adet
tiipte yapilan enzim aktivitesi 6l¢imlerinde 296 ile 328. ml arasindaki fraksiyonlari
iceren tiiplerde enzim aktivitesi saptanmistir. Toplanan enzim fraksiyonu 32 ml’dir
(Sekil 3.3). Diger pik olusturan tiiplerde ise enzim aktivitesi saptanamamistir. Bu

toplanan enzim fraksiyonu daha sonra DEAE-seliiloz kolonuna aktarilmistir.

-------- Sefaroz-4b

15 1,5

NiR aktivitesi

0,5

Absorbans (280 nm) (OD)
Absorbans (540 nm) (OD)

...........

......................

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Hacim (ml)

Sekil 3.3. Sefaroz-4B kromatogrami

3.3.2. DEAE-Seliiloz kolonu

1x6 cm boyutlarindaki kolon hazirlandiktan sonra, kolonun i¢indeki dolgu
maddesi hacminin iki kat1 kadar 2.5 M (NH4)2SO4 igeren 50 mM fosfat tamponu
(pH 7.3) kolondan gegirilerek kolon dengelenmistir. Daha sonra 32 ml 6rnek
yiiklenerek ayni tampon kullanilarak yikanmistir. Enzim 30 ml/sa akis hizi ile 4.26
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M NacCl igeren 50 mM fosfat tamponu (pH 7.3) ile toplanmustir. Her tiipte 2.5 ml
olacak sekilde fraksiyonlar toplanmistir.

Her fraksiyon i¢in 280 nm’de absorbans 6l¢iimii islemi yapilmistir. Bir
sonraki pik ise 57,5 ml ile 72,5 ml arasindaki tiiplerde 280 nm’de maksimum
protein absorbansi gozlenmistir. NiR enzim aktivitesi ise 62,5 ml ile 72,5 ml’lik
fraksiyonlari igeren tiiplerden elde edilmistir. Toplam 10 ml NiR enzimi igeren
fraksiyon toplanmistir. Elde edilen toplam enzim fraksiyonu Q-Sefaroz kolonuna
aktarilmistir (Sekil 3.4.).

22 2,5
Qe DEAE Seliiloz 3
o J
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< 1,5 c
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8 ©
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0 20 40
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Sekil 3.4. DEAE-Seliiloz kromatogrami

3.3.3. Q-Sefaroz kolonu

4x10 cm boyutlarindaki kolona Q-Sefaroz dolgu maddesi aktarilmistir. 10
ml 6rnek bir gece boyunca 4°C’de %20 gliserol igeren 50 mM fosfat tamponu (pH
7.0) karsisinda diyaliz edilmistir. Kolon dengeli hale getirildikten sonra proteinler
kolona eklenmistir ve kolon yikanmistir. Gradient olusturmak ic¢in tamponlar
kolondan gegirildikten sonra proteinler fraksiyon toplayict yardimiyla toplanmistir.
Elde edilen piklerin 280 nm’de absorbans dlgiimleri yapilmistir. Olusan piklerin

oniinde ve ardindaki ii¢ tiip toplanarak enzim aktiviteleri 6l¢tiilmiistiir.
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Pikler 91., 103., 116. ve 126. ml’leri igeren fraksiyonlarda meydan
gelmistir. Bu piklerden 90 ile 93. ml’leri igeren fraksiyonlarda 540 nm’de enzim
aktivitesi saptanmustir (Sekil 3.5). Elde edilen 2.5 ml enzim SDS-PAIJE,
biyokimyasal karakterizasyon ve Km, Vmax degerlerinin belirlenmesi igin yapilan

deneylerde kullanilmistir.
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Sekil 3.5. Q-Sefaroz kromatogrami

Saflastirma basamaklar1 sonucunda nitrit rediiktaz enzimi 34, 5 kat saf bir
halde elde edilmistir. Elde edilen enzimin spesifik aktivitesi 13,47 U/mg proteindir
ve protein miktar1 0,17 mg/ml’dir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Enzim saflagtirma basamaklari

Hacim Protein Total Spesifik ivilestirme | Saflastirma
Adim Miktari Aktivite | Aktivite (U/mg | S S stirm
(ml) : (%) Derecesi
(mg/mil) (8)) protein)
Ham
ekstrakt | 30 8,65 101,2 0,39 100 1
Sezegoz 32 1,15 93,1 2,53 91,99 6,48
DE.AE 10 1,06 40,39 3,81 39,91 9,76
Seliiloz
S Y 017 5,72 13,47 5,65 345
Sefaroz

3.4. NiR’in SDS-PAJE Analizi ve Molekiiler Agirhiginin Belirlenmesi

NiR’in molekiiler agirligint belirlemek icin SDS-PAJE yonteminden

yararlanilmistir. %12’lik jel konsantrasyonu kullanilarak proteinlerin ayrilmalari

saglanmigtir. Enzimin molekiil agirligini karsilagtirmak i¢in 6500 ile 205.000

Dalton arasinda molekiiler agirliga sahip proteinler igeren standart protein karigimi

(Sigma S8445) kullanilmistir. Saflagtirma basamaklarinin her birinin ardindan elde

edilen fraksiyon o6rneklerinden jel tankina proteinler yiiklenmistir. Kromatografik

yontemlerin sonunda tek bir bant elde edilmistir. Haloferax alexandrinus NiR

enziminin molekiiler agirligi 62+1.8 kDa olarak belirlenmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. NiR enziminin SDS-PAJE goriintiisii

3.5. Haloferax alexandrinus’tan FElde Edilen NiR’in Biyokimyasal

Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.5.1. NiR enzim aktivitesi iizerine NaCl konsantrasyonu ve inkiibasyon

sicakliginin etkisinin belirlenmesi

Haloferax alexandrinus’tan saflagtirilan NiR enziminin aktivasyonu
tizerine NaCl’nin ve inkiibasyon sicakliklarinin bagimli etkileri arastirilmistir. 0.5
ile 4.0 M arasindaki NaCl konsantrasyonlar1 reaksiyon karisimina eklenerek 20 ile
90°C arasindaki sicakliklarda inkiibasyona birakilmistir.

0.5 ve 1.0 M NaCl konsantasyonlarinda hi¢bir sekilde aktivite
goriilmezken enzim 3.5 M NaCl konsantasyonunda maksimum aktivite
gostermistir. Bununla birlikte 1.5 M, 2 M ve 2.5 M tuz konsantrasyonlarinda
50°C’de maksimum aktivite gézlenirken 3 M ve 3.5 M tuz konsantrasyonu igeren
ortamlarda 60°C’de maksimum enzim aktivitesi gozlenmistir. 60°C’den daha
yiikksek sicakliklarda ise aktivite diismis ve 80°C’nin iizerinde aktivite

saptanamamustir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. NiR enzim aktivitesi tizerine sicakligin ve inkiibasyonun etkisi

3.5.2. NiR enzim aktivitesi lizerine pH’1n etkisi

Bu caligmada NiR enziminin 60°C’de maksimum aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Yine bu sicaklikta 5 ile 10 arasindaki pH’larda enzimin aktivitesi
Olgtilmiistiir.

NiR enziminin pH 7.5’ta maksimum aktivite gdsterdigi belirlenmistir.
Ancak enzimin pH 7.5’tan daha alkali ortamlarda hizli bir sekilde aktivitesini

yitirdigi gézlenmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. pH’1n NiR enzim aktivitesi iizerine etkisi

3.5.3. NiR enzim aktivitesi iizerine KCI ve MgCl: gibi farkh tuzlarin etkisi

NiR enzim aktivitesi tizerinde KCl ve MgCl, tuzlarinin 0.5 ile 4 M
arasindaki konsantrasyonlarinin etkisine bakilmistir ve sonuglar ylizde olarak NaCl
ile karsilagtirilmistir.

Elde edilen verilere gore KCI’'nin her konsantrasyonunun NaCl’nin
esdeger konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda NiR enzim aktivitesini iki katina
cikartmistir. Bununla birlikte MgCl2’nin  hi¢bir  konsantrasyonu enzimi
aktiflestirmekte basarili olamamustir. Sonuglar yiizde (%) cinsinden gosterilmistir

(Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Cesitli tuzlarin farkli konsantrasyonlarinin NiR enzim aktivitesi iizerine etkisi

3.5.4. NiR enzim aktivitesi iizerine siyaniiriin etkisi

0.1, 0.5 ve 1.0 mM’lik konsantrasyonlarda Sodyum siyaniir igeren
hazirlandiktan sonra enzim reaksiyon karisimina eklenerek siyaniiriin enzim
aktivitesi tizerine etkileri belirlenmistir.

Elde edilen bulgular siyaniiriin konsantrasyon artigina bagli olarak enzim
aktivasyonunu diislirdiigiinii, 1 mM sodyum siyaniiriin enzim aktivitesini neredeyse
tamamen inhibe ettigini gostermistir. 0.1 mM, 0.5 mM ve 1 mM siyaniir iceren
reaksiyon karisimlarindaki NiR enzim aktivitesi kaybi sirasiyla %39, %77 ve

%93.5°tur (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Siyaniiriin NiR enzim aktivitesi {izerine etkisi

3.5.5. NiR enzim aktivitesi iizerine EDTA’nin etKisi

0.1, 0.5 ve 1.0 mM’lik konsantrasyonlarda EDTA igeren ¢ozeltiler
hazirlandiktan sonra enzim reaksiyon karisimina eklenerek EDTA’nin enzim
aktivitesi tizerine etkileri belirlenmistir.

Elde edilen bulgular EDTA nin artan konsantrasyonuna bagli olarak NiR
enzim aktivitesinin azaldigin1 ancak yine de aktivitenin %50 nin {istiinde kaldigin1
gostermistir. 0.1 mM, 0.5 mM ve 1 mM EDTA igeren reaksiyon karigimindaki
aktivite kayb1 sirasiyla %6, %18 ve %39°dur (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. EDTA’nin NiR enzim aktivitesi tizerine etkisi

3.5.6. NiR enzim aktivitesi iizerine DTT ’nin etkisi

0.1, 0.5 ve 1.0 mM’lik konsantrasyonlarda DTT igeren c¢dozeltiler
hazirlandiktan sonra enzim reaksiyon karigimina eklenerek DTT’nin enzim
aktivitesi tizerine etkileri belirlenmistir.

Elde edilen bulgular DTT nin artan konsantrasyonlarmin NiR enzim
aktivitesi lizerinde inhibe edici 6zellikte olmadigint géstermistir. 0.1 mM, 0.5 mM
ve 1 mM DTT konsantrasyonu igeren reaksiyon karistmindaki aktivite kaybi

sirasiyla %2, %3 ve %5°tir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. DTT’nin NiR enzim aktivitesi lizerine etkisi

3.5.7. NiR enzim aktivitesi iizerine azidin etkisi

0.1, 0.5 ve 1.0 mM’lik konsantrasyonlarda sodyum azid igeren ¢ozeltiler
hazirlandiktan sonra enzim reaksiyon karisimina eklenerek azidin enzim aktivitesi
tizerine etkileri belirlenmistir.

Artan azid konsantrasyonlarina bagli olarak NiR enzim aktivitesi
diismistiir. 0.1 mM, 0.5 mM ve 1 mM azid igeren reaksiyon karisimindaki enzim

aktivitesi kaybi sirasiyla %12.7, %28.5 ve %51 dir (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. Azidin NiR enzim aktivitesi lizerine etkisi

3.5.8. NiR enzim aktivitesi iizerine kloratin etkisi

0.1, 0.5 ve 1.0 mM’lik konsantrasyonlarda potasyum klorat iceren
cozeltiler hazirlandiktan sonra enzim reaksiyon karigimina eklenerek kloratin
enzim aktivitesi lizerine etkileri belirlenmistir.

Kloratin artan konsantrasyonlarina bagli olarak NiR enzim aktivitesinde
azalma gozlenmigstir. 0.1 mM, 0.5 mM ve 1 mM potasyum klorat konsantrasyonu
iceren reaksiyon karigimindaki enzim aktivitesi kaybi sirasiyla %4, %16 ve

%25.3’tiir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. Kloratin NiR enzim aktivitesi iizerine etkisi

3.5.9. NiR enzim aktivitesi iizerine siilfitin etkisi

Sodyum siilfit igeren 0.1, 0.5 ve 1.0 mM’lik konsantrasyonlarda ¢ozeltiler
hazirlandiktan sonra enzim reaksiyon karisimina eklenerek siilfitin enzim aktivitesi

tizerine etkileri belirlenmistir.

Elde edilen bulgular siilfitin artan konsantrasyonlarmin NiR enzim
aktivitesinde bir azalma meydana getirdigini gostermistir. Ancak bu azalma
%75 nin altinda degildir. 0.1 mM, 0.5 mM ve 1 mM siilfit konsantrasyonu igeren
reaksiyon karisimindaki aktivite kaybi sirasiyla %2, %8.5 ve %33’dir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. Siilfitin NiR enzim aktivitesi lizerine etkisi

3.6. NiR Enziminin Kinetik Aktivitesinin Analizi

NiR enziminin degigsen substrat konsantrasyonlarina karsi hizi 6l¢iilerek
KNO: ve metil viyolojen i¢cin Km Ve Vmax degerlerini belirlenmistir ve sonuglar
Lineweaver-Burke grafiginde gosterilmistir (Sekil 3.17 ve 3.18).

Elde edilen bulgular NiR enziminin KNO2 i¢in Vmax’in 3,06+0,2 nmol
NHa/dakika/mg protein ve Ky degerinin ise 8,25+0,2 mM oldugunu; metil
viyolojen i¢in Vmax’m 1,80+0,2 nmol NH4/dakika/mg protein ve Km degerinin ise

1,46+0,1 mM oldugunu gostermistir.
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y =2,6886x + 0,3259
R?=0,9935

Sekil 3.17. NiR enziminin KNO: i¢in Lineweaver-Burke grafigi

y=0,8111x +0,5555
R2=0,9977

Sekil 3.18. NiR enziminin MV i¢in Lineweaver-Burke grafigi

40



4. TARTISMA ve SONUC

Asimile edici nitrat indirgenmesi sayesinde yilda 2x10* megaton azotun
asimilasyonu saglanmaktadir (Guerrero ve ark. 1981). Bunun yani sira her yil asir1
giibrelemeden dolayi bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan kullanilmayan fazla
azot bilesikleri yeralt1 sularina karigmaktadir. Bu nedenle igme suyuna kadar sizan
nitrat ve nitrit bilesiklerinin insan viicuduna alinmasi 6nemli saglik tehditlerine
neden olmaktadir. Ozellikle nitritin hemoglobinle etkilesime girmesi dolasim
sistemindeki oksijenin taginmasini inhibe etmektedir. Bu da kanda hemoglobinin
Fe*? yerine Fe*® tasimasma neden olan metahemoglobinemia hastaligina neden
olmaktadir (Fewtrell 2004). Bunun yani sira igme suyuyla yliksek oranda nitrat ve
nitrit bilesiklerinin alimmin ¢esitli gastrik kanserlere neden oldugu gosterilmistir
(Bonete ve ark. 2008). Bu nedenle nitrat asimilasyonunun ve bu yolaga katilan
enzimlerin arastirllmasi, biyokimyasal ve genomik karakterizasyonlarinin
tamamlanmasi ileriki ¢aligmalara 11k tutmalar1 ve biyoteknolojik olarak yarar
saglamalar1 acisindan biiyiik bir 6nem arz etmektedir.

Halofilik organizmalar tuzcul ekosistemlerdeki azot dongiisiiniin devam
etmesinden sorumlu canhlardir. Tuzcul ortamlara adapte olmus canlilar olduklar
i¢cin tuzun denatiire edici etkisine karsi dayanikli hiicresel materyale sahiptirler.
Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda gelisim gosterdikleri i¢cin kontaminasyon riskleri
diistiktiir. Bu nedenle daha ucuz ve daha genis ¢apl kiiltiirleri yapilabildigi ve
oldukca dayanikli biyomolekiiller icerdikleri i¢in biyoteknolojik olarak biiyiik
onem arz etmektedirler. (DasSarma ve Arora 2001).

Halofilik asimile edici nitrat asimilasyonu sirasinda gorev alan NAS ve
NiR enzimleri Martinez-Espinosa (200la ve b) tarafindan Haloferax
mediterranei’den ve NAS enzimi Kilig (2010) tarafindan Haloferax
alexandrinus’tan saflagtirllmistir. Bu tez ¢alismasi Kilig (2010)’1in ¢alismasinin
devami niteligindedir ve Haloferax alexandrinus’tan ilk kez asimile edici nitrit
rediiktaz saflastirllmistir.  Calisma halofil arkelerde nitrat asimilasyonunun
biyokimyasal dnemini daha kapsamli bir sekilde ortaya konmasi agisindan énem

tasimaktadir.
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Haloferax alexandrinus’un minimal besiyerinde biiyiitiilmesi ¢aligmalar
sonucunda hiicrelerin 216. saate kadar hizli bir sekilde biiyiidiikleri ve stasyoner faz
sonunda yavaslayan bir biiyltime gosterdikleri goriilmustiir (Sekil 3.1).

Asimile edici nitrit rediiktaz enziminin maksimum aktivite gosterdigi
zamani bulmak i¢in belirli araliklarda besiyerinden drnekler alinmistir. 168 ile 240.
saatler arasinda NiR enzim aktivitesi saptanmistir. Hiicreler stasyoner faza
girdikten sonra da asimile edici nitrit rediiktaz iiretiyor gibi goriinmektedir (Sekil
3.2). Bu bulgular Martinez-Espinosa ve ark. (2001a) ile uyumludur. Ancak
maksimum aktivite 192. saatte tespit edilmistir.

Asimile edici nitrit rediiktaz aktivitesinin maksimum oldugu noktadaki
hiicre yogunlugu 0,946 abs’dir (600 nm) (Sekil 3.2). Haloferax mediterranei’nin
NiR aktivitesinin en yiiksek oldugu noktadaki hiicre yogunlugu (1,200 abs) ile
karsilastirildiginda bu bulgu daha diisiik gibi gériinmektedir (Martinez-Espinosa ve
ark. 2001a). Bunun nedeni hiicrelerin biiyiitiillmesinde kullanilan besiyerlerinin
farklilig1 olabilir. Ayni sekilde Haloferax alexandrinus’tan saflastirilan NAS
enziminin (Kilig, 2010), Haloferax mediterranei NAS’ina gore (Martinez-Espinosa
ve ark. 2001b) daha diisiik absorbanslarda maksimuma ulastig1 rapor edilmistir. Iki
tiriin ayn1 ortamda yasadig1 disiiniildiigiinde Haloferax mediterranei’nin baskin
tiir olacagi 6ngoriilmiistiir. Bu sartlar altinda Haloferax alexandrinus’un daha az
nitrat ve nitrit asimile ederek yagamini siirmesi gerekmektedir (Kilig 2010). Bu tez
calismasindan elde edilen bulgular da bunu dogrulamaktadir.

Haloferax alexandrinus’tan asimile edici nitrit rediiktaz enzimini
saflagtirmak i¢in sirasiyla Sefaroz-4B, DEAE Selilloz ve Q-Sefaroz kolon
kromatografileri kullanilmistir. ilk basamakta proteinleri igeren ham ekstrakt
molekiiler agirhigina gore fraksiyonlarina ayrilmistir. Elde edilen fraksiyonlarda
NiR enzimi 6,48 oraninda saflastirilmistir. Daha sonra enzim iceren fraksiyonlar
zayif anyon degisim kolonu olan DEAE Seliiloz kolonuna aktarilarak yiiklerine
gore ayrilmiglardir. DEAE Seliiloz kromatografisinden elde edilen enzim 9,76
oraninda saf halde elde edilmistir. Son olarak kuvvetli anyon kromatografisi olan
Q-Sefaroz ile proteinler tekrar yiliklerine gore ayrilmistir ve sonucunda 34,5 kat
saflasmis NiR enzimi elde edilmistir. Saflastirilmis NiR enziminin spesifik

aktivitesi 13,47 U/mg proteindir (Cizelge 3.1). Yapilan benzer caligmalarda
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Hordeum vulgare yapraklarindan 1507 kat (Serra ve ark. 1981), Haloferax
mediterranei’den 46 kat saf NiR elde edilmistir (Martinez-Espinosa ve ark. 2001a).
Bunun yani sira farkli organizmalardan saflastirilan NiR’lerin spesifik aktivitesi de
farklilik gostermektedir. Neurospora crassa’da spesifik aktivite 26.9 U/mg protein
(Guerrero ve ark. 1981), 1spanakta 108 U/mg protein (Ramirez ve ark. 1966) ve
Haloferax mediterranei’de 15.79 U/mg proteindir. Asimile edici nitrit rediiktazin
SDS-PAIJE analizleri enzimin 62+1.8 kDa agirliginda bir monomer oldugunu
gostermistir. Simdiye kadar analiz edilen feredoksin bagimli NiR’lerin hepsi
monomer olup NAD(P)H bagimli NiR’ler ise benzer boyutlarda iki alt iinite
icermektedirler (140 ve 150 kDa) (Guerrero ve ark. 1981). Bununla birlikte
feredoksin bagimli NiR’ler 61-64 kDa arasinda molekiiler agirliga sahip olmakla
birlikte Haloferax mediterranei’den saflagtirllan NiR 66 kDa agirligindadir
(Martinez-Espinosa ve ark. 2001a).

Asimile edici nitrit rediiktaz enzimin biyokimyasal o6zelliklerinin
belirlenebilmesi i¢in saflastirilmis NiR enzimi kullanilmistir. Enzimin maksimum
aktivite gosterdigi optimum sicaklik, pH ve tuz konsantrasyonlar1 belirlenmistir.
Calismada farkli sicaklik ve tuz konsantrasyonlarinin bilesik etkisi aragtirilmigtir.
Elde edilen bulgular Haloferax alexandrinus NiR’inin 20°C’nin altinda ve 1 M’dan
diisiik tuz konsantrasyonlarinda aktiflesemedigini gostermistir. 1.5 M, 2 M ve 2.5
M tuz konsantasyonlarinda dlgiilen maksimum aktivite 50°C’de gerceklesmistir.
Tuz konsantrasyonu 3 M ve 3.5 M’a yiikseltildiginde ise maksimum aktivitenin
goriildigi sicaklik 60°C’ye ¢ikmistir. Bu bulgu Martinez-Espinosa ve ark. (2001a)
tarafindan Haloferax mediterranei’den elde edilen sonuglarla uyumluluk
gostermektedir.

NiR enziminin optimum pH’mni belirlemek i¢in pH 5.0 ile 10 arasinda seri
¢ozeltiler hazirlanarak enzim aktivitesine bakilmistir. Enzim aktivitesinin
maksimum oldugu pH degeri 7.5 olarak bulunmustur (Sekil 3.8). Bu deger
Haloferax mediterranei’nin optimum pH degeri ile uyumludur. Bunun yan1 sira
Hordeum vulgare NiR’i (optimum pH 6.0 - 6.5) disinda yesil alglerden ve yiiksek
bitkilerden saflastirilan feredoksin bagimli asimile edici nitrit rediiktazlarin
optimum pH’larinin da 7.0 ile 8.0 arasinda oldugu bildirilmistir (Serra ve ark.

1982). Haloferax alexandrinus’tan saflastirilan NAS enzimine gore (optimum pH
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9.5) NiR’in optimum pH’s1 daha diisiiktiir (Kili¢ 2010). Bu durum NiR enziminin
aktif merkezinin NAS’a gore daha az, ancak yine de asidik aminoasitlere oranla
daha ¢ok sayida, bazik aminoasit igerdiginin gostergesidir.

Farkli tuzlarin asimile edici nitrat rediiktaz aktivitesi tizerine etkileri Paggi
ve ark. (1995) tarafindan arastirllmistir. Calisma sonucunda Na® ve K* gibi
monovalent katyonlarin NAS enzim aktivitesinde artisa neden oldugu, Mg*? ve
Ca*? gibi divalent katyonlarin ise NAS aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir.
Haloferax alexandrinus (Kilig 2010) ve Haloferax mediterranei (Martinez-
Espinosa ve ark. 2001b) NAS’lariin enzim aktiviteleri {izerine farkli tuzlarin etkisi
arastirlldiginda benzer sonuglar elde edilmistir. Bu c¢alismalara dayanarak
Haloferax alexandrinus NiR’inin enzim aktivitesi farkli tuz konsantrasyonlari
varhiginda incelenmistir. Elde edilen bulgular Haloferax alexandrinus NiR’inin
Mg*2 gibi katyonlar varliginda aktivite gdstermedigini ve Na*ve K* igeren tuzlarin
varliginda aktivite gosterdigini kanitlamaktadir (Sekil 3.9). Bunun yani sira
Haloferax alexandrinus NAS’1yla paralel bir sekilde KCl tuzunun varliginda NiR
enzimi NaCl’ye gore %100’iin iistiinde bir aktivite gostermistir (Kili¢ 2010).

Calismada farkli inhibitorlerin NiR enzim aktivitesi lizerine etkisi
aragtirtlmistir. Asimile edici nitrit rediiktaz aktivitesinin nitrit benzeri inorganik
molekiillerle (siyaniir, siilfit) kompetitif ya da non-kompetitif olarak inhibe oldugu
bilinmektedir (Guerrero ve ark. 1981). Bu calismada NiR enzim aktivitesi {izerine
siyaniiriin artan konsantasyonlarda etkisi incelenmistir. Elde edilen bulgular 1
mM’lik siyaniir konsantrasyonu i¢eren reaksiyon karisiminda %93.5 aktivite kaybi
oldugunu gostermistir (Sekil 3.10). Bu bulgular E. coli (Coleman ve ark. 1978),
Hordeum vulgare (Serra ve ark. 1981) ve Neurospora crassa’dan (Lafferty ve
Garrett 1974) saflagtirllan NAD(P)H-bagimli asimile edici nitrit rediiktazlar ile
1spanak (Ramirez ve ark. 1966), Nostoc muscorum (Guerrero ve ark. 1981) ve
Haloferax mediterranei’den saflastirilan feredoksin-bagimli asimile edici nitrit
rediiktazlarla uyumludur. Martinez-Espinosa ve ark. (2001a) siyaniir varliginda
Haloferax mediterranei NiR’inin %90.5 oraninda enzim aktivitesi kaybettigini

rapor etmistir.
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Bu tez calismasinda NiR enzim aktivitesi lizerine inhibe edici etkisi
arastirtlan diger bir madde ise etilendiamin tetraasetik asittir (EDTA). Elde edilen
bulgular EDTA’nin artan konsantrasyonlarinin NiR enzim aktivitesini artan
oranlarda inhibe ettigini gostermistir. 0.1 mM, 0.5 mM ve 1 mM EDTA igeren
reaksiyon karisimlarindaki aktivite kayiplart sirasiyla %6, %19 ve %39’dur (Sekil
3.11). Bu bulgular Martinez-Espinosa ve ark. (2001a) tarafindan rapor edilen
bulgulara gére (1 mM EDTA konsantrasyonu - %53 aktivite kayb1) daha diisiiktiir.
Bu sonuglara dayanarak Haloferax alexandrinus NiR’inin Haloferax mediterranei
NiR’ine géore EDTA’dan daha az etkilendigi sdylenebilir.

Ditiotreitoliin (DTT) NiR enzim aktivitesi iizerine etkisi artan DTT
konsantasyonlarina bagli olarak arastirilmistir. Elde edilen bulgular en yiiksek DTT
konsantrasyonunun bile (I mM) %5 oraninda enzim aktivitesini diisiirdiigiinii
gostermistir (Sekil 3.12). Ayni sekilde Haloferax alexandrinus NAS’1 ve Haloferax
mediterranei NiR’i de DTT tarafindan inhibe edilmemektedir (Kilig 2010;
Martinez-Espinosa ve ark. 2001a).

Azidin asimile edici nitrat rediiktazlarin giiclii bir inhibitérii oldugu
bilinmektedir (Guerrero ve ark. 1981). Bu tez ¢alismasinda azidin asimile edici
nitrit rediiktaz tizerine inhibe edici etkisi aragtirllmistir. Elde edilen bulgular azidin
artan konsantrasyonlarina bagli olarak NiR enzim aktivitesinde maksimum %51
oraninda bir kayip oldugunu gostermistir. 0,1 mM, 0.5 mM ve 1.0 mM azid
konsantrasyonu igeren reaksiyon karigimlarindaki aktivite kaybi sirasiyla %12.7,
%28.5 ve %51°dir (Sekil 3.13). Bu bulgular Martinez-Espinosa ve ark. (2001a)
tarafindan rapor edilen bulgularla (1 mM azid konsantasyonu- %46) uyumludur.
Ancak Haloferax alexandrinus NAS’1 azid varliginda %90 oraninda (1 mM) inhibe
olmaktadir (Kilig, 2010).

Bu tez calismasinda kloratin artan konsantrasyonlarmin NiR enzim
aktivitesi tizerine etkisi arastirtlmistir. 0.1 mM, 0.5 mM ve 1 mM Kklorat
konsantrasyonu igeren reaksiyon karigimlarinda sirasiyla %4, %16 ve %25.3
oraninda enzim aktivitesi kaybi1 tespit edilmistir (Sekil 3.14). Bu bulgular Haloferax
mediterranei NiR’inden elde edilen bulgularla uyumludur (Martinez-Espinosa ve
ark. 2001a).
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Siilfitin NAD(P)H bagimli asimile edici nitrit rediiktazlar1 inhibe ettigi
bilinmektedir (Guerrero ve ark. 1981). Bu c¢aligmada siilfitin artan
konsantrasyonlarinin NiR enzim aktivitesi tizerine etkisi arastirilmistir. Elde edilen
bulgular siilfitin 0.1 mM ve 0.5 mM konsantrasyonlarini igeren reaksiyon
karisimlarinda goz ardi edilebilir seviyede bir aktivite azalmasi (sirasiyla %2 ve
%8.5) oldugunu ancak 1 mM siilfit konsantrasyonu igeren reaksiyon karigiminda
%33’lik bir aktivite kaybi oldugunu gostermistir (Sekil 3.15). Haloferax
mediterranei NiR’i 1 mM siilfit ile %25 aktivite kayb1 gostermektedir (Martinez-
Espinosa ve ark. 2001a). Bununla birlikte Haloferax mediterranei NAS’1 siilfit
varliginda inhibe olmazken Haloferax alexandrinus NAS 1 mM siilfit varliginda
%30 inhibe olmaktadir (Kili¢ 2010). Bu bulgular Haloferax alexandrinus’un siilfite
kars1 daha duyarli oldugunu gostermektedir.

Haloferax alexandrinus asimile edici nitrit rediiktazinin KNO2 ve metil
viyolojenle iligkili Km ve Vmax degerlerini belirlemek i¢in Lineweaver-Burke
grafiginden yararlanilmigtir. Haloferax alexandrinus NiR’inin Km degerleri KNO>
ve metil viyolojen igin sirasiyla 8,25 mM ve 1,46 mM’dir. Haloferax mediterranei
ile karsilastirildiginda (sirasiyla 8,60 mM ve 1,9 mM) Haloferax alexandrinus
NiR’inin substratina daha fazla ilgisi oldugu goriinmektedir. Bu da H. alexandrinus
asimile edici nitrit rediiktaz enziminin H. mediterranei ‘ninkine oranla daha aktif bir
enzim oldugunu gostermektedir. Cesitli organizmalardan saflastirilan NiR’lerin
substrata kars1 Km degerleri ¢esitlilik gostermektedir. Porphyra yezoensis’te 0,81
mM, Cucurbita pepo’da 0,001 mM ve Neurospora crassa’da 0,01 mM olarak rapor
edilmistir (Guerrero ve ark. 1981).

Bu tez c¢alismasi1 Haloferax alexandrinus asimile edici nitrit rediiktaz
enziminin biyokimyasal ve molekiiler 6zelliklerini ilk kez ortaya koymaktadir.
Bunun yani sira ¢alismada saflastirilan NiR enzimi arkelerden saflastirilan ikinci
asimile edici nitrit rediiktaz enzimidir. Asimile edici nitrit rediiktaz enzimi 34,5
oraninda saflastirillmistir. Siyaniir, azid, siilfit, klorat ve EDTA varliginda enzimin
aktivitesi azalmaktadir. Haloferax mediterranei NiR’ine gore daha aktif bir enzim
olmakla beraber ortamdaki stilfite H. mediterranei’ye gore daha duyarhdir. 60°C
gibi sicakliklarda ve yiiksek tuz konsantrasyonlarinda stabil kalabildigi i¢in

endiistride ve biyoteknolojide kullanimina yonelik ¢aligmalar yapilmasi yararh

46



olacaktir. Bunun yani sira nitrat ve nitrit asimilasyonunun saglik, tarim ve ekoloji
acisindan 6nemi nedeniyle bu yolagin farkli organizmalarda daha genis capli
calisilmas1 nem arz etmektedir. Ozellikle ekstremofilik organizmalarin kolay ve
ucuz kiiltiire edilebilmeleri ve ekstrem sartlara dayanikli olmalar1 nedeniyle farkli

alanlarda kullanilabilecek farkli enzimlerin izole edilmesi gerekmektedir.
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