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OZET

Bu tez ¢alismasinda, nitrit 6l¢limiinde kullanilacak bir biyosensor gelistirmek
amaciyla biyoajan olarak gérev yapacak olan nitrit rediiktaz enzimine (NirB) ait gen
klonlanmus, saflastirilmis ve amperometrik biyosensor elektrodunda test edilmistir.
Escherichia coli (E. coli) NirB geni bir saflagtirma vektorii olan pET28a vektoriine
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile g¢ogaltilarak yerlestirilmistir. Rekombinant
vektor E. coli BL21 hiicrelerine aktarildiktan sonra elde edilen trasformant
kolonilerden nitrit rediiktaz B enzimi saflastirilmistir. Enzimin oksijen varliginda
agrede oldugu ve betamerkaptoetanol varliginda indirgendigi ve aktif formuna
kavustugu belirlenmistir. Enzimin iiretim sartlar1 ve aktivitesi optimize edilmis ve Kwv
ve Vmax degerleri hesaplanmistir. Km degeri 1.056 mM ve Vmax degeri 0.293
umol/mg-dk’dir. Enzim aktivitesi nitritteki azalmanin Griess metodu kullanilarak
Olciilmesi  suretiyle  belirlenmistir.  Enzimin  spesifik  aktivitesi ~ 8.518
pumol/mg.protein.dk olarak hesaplanmistir. Deney sonuglarina gore enzim; pH 7.5 ve
37°C’de 5 dakikalik reaksiyon siiresi ile en yiliksek aktiviteyi gostermektedir ve 4°C’de
saflastirildigr giin tetramere doniismesine izin vermeden BME eklenip saklandiginda
aktivitesini daha uzun siire korudugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda enzim 25mM
kadminyum varliginda saklandiginda, kadminyum iyonunun enzimi koruyarak
aktivite kaybmi engelledigi gozlenmistir. Sodyum nitrat ve sodyum format gibi
iyonlarin yiiksek konsantrasyonlar1 ise enzimin aktivitesini diisirmektedir. Enzim
poligluteraldehit ve pirol varliginda altin elektrot yiizeyine tutuklanarak amperometrik
ortamda c¢alisan bir  elektrot  iiretilmistir.  BiyosensOriin  artan  nitrit
konsantrasyonlarinda (0.5mM ve 3.5mM) doniisiimlii voltametri (CV) grafigi
kaydedilmis ve enzimin amperometrik bir nitrit biyosensoril icin uygun bir ajan oldugu

gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nitrit Rediiktaz, Klonlama, Enzim Saflastirma, Biyosensor.



SUMMARY

In this study, gene for nitrite reductase enzyme (NirB) which will serve as a
bioagent to develop a biosensor to be used in nitrite measurement, was cloned, purified
and tested in amperometric biosensor electrode. Escherichia coli (E. coli) nirB gene
was cloned in the pET28a vector by amplifying with polymerase chain reaction (PCR).
Nitrite reductase B enzyme was purified from the trasformant colonies obtained after
the constructed vector was transferred to the E. coli BL21 cells. It has been determined
that the enzyme was aggragated in the presence of oxygen and it was reduced in the
presence of Beta mercaptoethanol and gains its active form. The production conditions
and activity of the enzyme has been optimized and Km and Vmax values were
calculated to be 1.056 Mm and 0.293 umol/mg-min, respectively. The enzyme activity
was determined by measurement of the decrease in nitrite concentration using the
Griess Method. The specific activity of the enzyme was calculated as 8.518
umol/mg.protein.min. Experiments related to the optimization showed that highest
activity occured at 7.5 and 37°C with a 5 minute reaction time, and it was found that
when the BME was added just after purification and enzyme stored at 4°C, it protected
its activity for a longer period of time. At the same time, when the enzyme was stored
in the presence of 25mM cadminium, it has been observed that the cadminum ion
prevented loss of activity by preserving the enzyme. High concentrations of some ions
such as sodium nitrate and sodium formate reduced the activity of the enzyme. For
biosensor preparation the enzyme Nirb was immobilized with polygluteraldehyde and
pyrole on gold electrode, and measurements were performed in an amperometric
environment. The cyclic voltammetry (CV) was recorded with increasing nitrite
concentrations (0.5mM and 3.5mM). The enzyme was shown to be a suitable agent for

an amperometric nitrite biosensor fabrication.

Key Words: Nitrite Reductase Enzyme, Cloning, Enzyme Purification, Biosensor.
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1. GIRIS

Nitrit kararsiz 6zelliginden dolay1 kolay okside olmakta ve bir¢ok madde ile
reaksiyona girebilmektedir. Ayrica ¢evre ve insan saghigr icin tehlike
olusturabilmektedir. Bu nedenle nitrit dogal ortamlarda ve igme suyunda takip
edilmesi gereken inorganik bir Kirleticidir. Nitritin farkli metodlar ile olgiimii
yapilabilmektedir ancak nitritin daha spesifik bir sekilde 6l¢timii i¢in daha hassas ve
¢evre dostu yeni metod arayislart devam etmektedir. Bunlardan biri de nitrite spesifik
enzimlerin kullanimi ile gelistirilen biyosensdrlerdir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda
biyosensorde biyoajan olarak gorev yapacak olan ve nitriti amonyuma indirgeyen bir
enzim olan nitrit redilkktaz enzimi E. coli bakterisinden klonlanmis, iretimi
gerceklestirilmis, karakterize edilmis ve amperometrik bir biyosensdrde test edilmistir.
Biyosensorde biyoajan olarak kullanilacak olan nitrit rediiktaz enzimi ile yapilan eski
calismalarda bu enzim hiicrelerden saflagtirilarak kullanilmistir. Literatiirde NirB
enzimleri bakteri veya bitki hiicrelerinden kimyasal ve kromotografik yontemler ile
saflastirilmasi suretiyle ¢alisilmistir. NirB nitrit rediiktaz enziminin klonlanip saf halde
elde edilmesi ve karakterizasyonuna iligkin ¢alisma sayis1 yok denecek kadar azdir.
Bu tez kapsaminda nitrit rediiktaz enzimi ilk kez E. coli’den klonlanip iretilmis ve
aktivitesi belirlenmistir. E. coli farkli nitrit rediiktaz enzimlerine sahiptir. Tez
kapsaminda iretilecek olan nitrit rediiktaz enzimi Nikotinamid Adenin Diniikleotide
(NADH) bagimli asimilator bir nitrit rediiktaz enzimdir ve nitritin amonyaga
cevriminde gorev alir (Sekil 1.1). Tez kapsaminda gelistirilecek olan biyosensor
calisma elektrodlar1 tez kapsaminda klonlanip {retilen enzim kullanilarak
gelistirilmistir. Biyosensor denemelerinde Ol¢limler; 3°lii elektrot sisteminde ve
toplam 16 mL hacimde 0.05M PBS igerisine sirastyla; 16 MM Na2S204, 3 mM MV ve
1 mM NO:; eklenerek yapilmaistir.

NADH bagimli nitrit rediiktaz enzimi asagidaki reaksiyonu katalizlemektedir:

NO2" (Nitrit) + SNADH + 5H" — NH4 (Amonyum) + 3NAD" + 2H,O (1.1)



NH,* +3NAD* +2H,0

Sekil 1.1: NADH’a bagl nitrit rediiktaz enziminin ¢alisma prensibi.




2. NITRIT

Nitrit; glibrelerde, endiistriyel atik sularda, boyalarda, deterjanlarda ve korozyon
Onleyicilerde yaygin olarak bulunan inorganik azot formudur ve olduk¢a kararsiz bir
ozellik gosterir [1], [2]. Toksik bir kirletici olan nitrit evsel ve endiistriyel atik sularin
desarjindan kaynaklanan cesitli su kiitlelerinde yaygin olarak bulunur [3]. Ayni
zamanda kiirlenmis etlerde; tiriinlerin rengini korumak ve lezzet gelisimi, patojenik
mikroorganizmalarin (Salmonella, Campylobacter jejuni, Campylobacter coli,
Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Clostridium
botulinum, Yersinia enterocolitica) biiyiimesinin baskilanmasit ve raf Omriiniin
uzatilmasi amaglartyla kullanilan bir katki maddesidir [4], [5]. Nitritin kullanildigt
alanlar bunlar ile sinirli olmayip nitrit; tekstil, ila¢ endiistrisi, metal ve petrol gibi
endiistrilerde de kullanildig: bilinmektedir [2]. Nitrit; alim dozu, siklig1 ve sekline
bagli olarak akut ve kronik zehirlenmelere yol agcabilmekte, insan ve ¢evre sagligi igin

risk olusturabilmektedir [6].
2.1. Dogal Nitrit Kaynaklar

Kereviz, pancar ve marulun yiiksek nitrat icerigine sahip oldugu bilinmektedir.
Sebzelerdeki nitrat, nitrat indirgeyen bakteriler tarafindan nitrite indirgenebilir.
Micrococcus varians, Staphylococcus carnosus ve Staphylococcus xylosus gibi koklar
nitrat indirgeyen bakteriler olarak kullanilabilir. Kereviz tozu, et lirtinleri endiistrisinde
dogal nitrit kaynag: olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Kereviz ytiksek nitrat
igerigine sahiptir ve bir¢ok c¢aligma kereviz suyu veya tozunun et {iirlinlerindeki
sentetik nitritin yerini alabilecegini bildirmistir. Genel olarak, dogal nitrit
kaynaklariyla kiirlenen et iirtinleri, sodyum nitrit kullanilarak kiirlenen et trtinlerine
kiyasla daha diisiik kalint1 nitrit i¢erigine sahiptir. Bunun nedeni, sebzelerin genellikle
nitritin nitrik okside ayrigmasini destekleyen antioksidanlar igcermesidir. Et iiriinlerinin
kalint1 nitritleri, ikincil aminlerle reaksiyona girebilir ve et liriinlerinin yenmesinden
sonra nitrozamin iretebilir. Bu nedenle, et {irlinlerinde dogal nitrit kaynagi
kullanilmasi ve kalint1 nitrit igeriginin azaltilmasi, nitrit alimim azaltarak potansiyel
nitrozamin olusumu riskini azaltabilir ve tiiketicilerin tercihini artirabilir. Bununla

birlikte, et iiriinlerinde 6nceden doniistiiriilmiis dogal nitritin kullanilmasinin bazi



eksiklikleri vardir. Sebzeleri dogal nitrit kaynagi olarak kullanmak i¢in yeterli nitrat
icerigine sahip olmalar1 gerekir. Sebzeler, iiriinlerin duyusal kalitesini etkileyebilecek
karakteristik tat ve renge sahiptir. Sonug olarak, et tiriinlerine sadece sinirli miktarlarda

eklenebilir ¢linkii et tiriinlerine ¢ok miktarda eklendiginde kotii tat olusturabilir [4].
2.2. Nitritin Cevre ve Insan Saghg i¢in Zararlan

Nitrit, gida, endiistriyel ve fizyolojik sistemlerde yaygin olarak bulunan
kimyasal bir kirleticidir [7]. Nitrojen bakimindan zengin giibrelerin asir1 kullanimu,
fosil yakitlarin yakilmasi ve diger antropojenik nitrojen kaynaklari, dogal nitrojen
dongiisiinii bozar ve azotlu maddelerin (NOz™ ve NO2") ¢evrede birikmesine yol acar
[8]. Nitrit ayn1 zamanda su ortamlarinda bulunan azotlu bir bilesiktir ve genellikle su
ortamlarinda diisiik seviyelerde bulunur. Nitrit, su ortaminda hem nitrit iyonunda hem
de iyonize olmayan nitrdz asitte bulunmaktadir. Nitritin her iki formu da suda yasayan
hayvanlarda toplam nitrit zehirlenmesine katkida bulunabilir [9]. Suda yasayan
canlilarda yiliksek nitrit; plazma, solungag, beyin, karaciger ve kas dokusunda
birikebilir. Doku sivilarindaki yiiksek nitrit seviyeleri suda yasayan hayvanlarin
saghgmi ciddi sekilde etkileyebilir ve toplu 6liimlere yol agabilir [10]. Bununla
birlikte, sucul  ekosistemlerdeki nitrit konsantrasyonu  genellikle  nitr6z  asit
konsantrasyonundan ¢ok daha yiiksek oldugundan, su hayvanlarinda nitrit
toksisitesinin birincil nedeni nitrittir. Kiltiir balik¢iligi sistemlerinde de nitrit
seviyelerindeki asir1 bir artis, biiyiime inhibisyonuna, fizyolojik
tepkilerin bozulmasina oksidatif hasar ve suda yasayan organizmalarda hastaliga kars1
artan duyarliliga sebep olur [9]. Ayrica su kiitlelerinde fosfatla birlikte yiiksek diizeyde
nitrit bulunmasi kiy1 su yollarinda ve gollerde 6trofikasyona sebebiyet verir [2].

Insanlarin nitrite maruz kalmas: ise nitrit tuzlar1 kullanilarak korunan peynir ve
et gibi konserve gidalarin tiiketimi, Kimyasal azotlu giibrelerin ve azot bazli
pestisitlerin diizensiz kullanimi nedeniyle, tarimsal gidalardaki ytiksek nitrit kalintilar
ve evsel kuyulardan gelen suyun kullanilmasi yoluyla gergeklesir [2, 11]. Nitritin insan
saglhigi izerindeki olumsuz bir etkisi, viicuttaki sekonder aminlerle reaksiyona girerek
nitrozaminlerin olusumuna neden olmasidir. Bu reaksiyon sekil 2.1’de gosterildigi
bicimde gerceklesmektedir. Nitrozaminler, potansiyel olarak kanserojen, mutajen ve
teratojendir [12], [13]. Nitrit ayn1 zamanda kandaki hemoglobine baglanarak

methemoglobin olusturur. Kandaki Fe(II) iyonu i¢eren hemoglobin, oksijeni dokulara
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tagimak i¢in oksihemoglobin kompleksi olusturur. Fe(Il), Fe(Ill)’e oksitlendiginde ise
hemoglobin oksijen tagima yetenegini kaybeder ve methemoglobin olusur. Kanda
nitrit bulunmas1 methemoglobin olusumuna neden olur. Bu durum 6zellikle ¢ocuklar
i¢in tehlikelidir ve “mavi bebek sendromu” olarak bilinmektedir [12]. Methemoglobin
olusumu diisiik konsantrasyonlarda tersinirdir ancak konsantrasyonun %70’in {izerine

¢ikmasi geri dondiiriilemez hasarlara neden olur [14].

Nitrat
R R
| |
Nitrit + N — H oo - N —NO
| |
R R
Amin Nitrozamin

Sekil 2.1: Nitrozamin olusumu.
2.3. Nitrit Ol¢iim Yéntemleri

Nitrit tayini farkli yontemler ile yapilabilmektedir. Bu yontemlerin ¢esitli
avantaj ve dezavantajlari sayilabilir. Nitrit tespitinde en ¢ok tercih edilen yontemlerden
biri  spektrofotometrik yontemlerdir. Spektrofotometrik yontemler; basitligi,
kullanilabilirligi, yiiksek duyarlilig, seciciligi, diisiik saptama limiti ve diisiik maliyeti
nedeniyle tercih edilmektedir. Nitrit tespiti i¢in kullanilan en tinlii spektrofotometrik
yaklasim Griess yontemidir [15], yontemin sematik goriiniimii sekil 2.2°de verilmistir
[16]. Griess metodu nitritin siilfanilamid ile diazolanmasi sonucu olusan diazonyum
tuzunun, N-1-naftiletilendiamin ile olusturdugu renkli iiriinlin absorbansinin 6l¢iimiine
dayanir [14]. Griess yontemi, nitrit tayininde uzun siiredir kullanilmaktadir. Ancak, bu

yontemin hassasiyeti disiiktir ve diger iyonlardan kaynaklanan girisimlerden



muzdarip oldugu bilinmektedir. Ayn1 zamanda bu yontem genellikle zaman alicidir

[1].
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Sekil 2.2: Griess testinin sematik goriiniimii.

Nitritin tespitinde kullanilan bagka bir yontem ise kemiliiminesans yontemidir
ve bu yontem Kimyasal reaksiyon sonucu agiga ¢ikan 1s1k sagiliminin l¢timiidiir [17],
[18]. Kemiliiminesans yontemi, genis lineer araliga sahip, oldukga hassas ve segici bir
nitrit tespit yontemidir [19], [20]. Ancak bu yontem 6zel ve pahali enstriimanlar
gerektirir [21]. Ayn1 zamanda yontemin stabilitesi ve tekrarlanabilirligi diistiktiir [18].

Kemiliiminesans yonteminin altinda bahsedilebilen ve hala gelismekte olan
diger bir nitrit tayin yontemi ise elektrokemiliiminesanstir. Elektrokemiliiminesans
yontemi yliksek hassasiyet, kullanim kolayligy, iyi algilama siniri, secicilik ve genis
dogrusal aralik gibi bir¢ok avantaja sahiptir [22-24]. Bu avantajlarin yani sira bu
yontem heniiz olgunlasmamistir ve gelistirilmeye ihtiyaci vardir [1].

Kapiler elektroforez, yiiklii taneciklerin bir elektrik alanda farkli hizlar ile
hareket etmelerinden yararlanilarak ayrilmasina yarayan gii¢lii bir ayirma teknigidir
[1]. Bu teknigin ana avantajlari, ¢ok cesitli anyonlarin hizli ve es zamanli tespiti,
yiiksek hassasiyet, yiiksek secicilik, kisa ¢aligma siiresi ve kiigiik hacimli numune
gereksinimleridir. Kapiler elektroforez, bir dizi matrise dogrudan uygulanabilir ancak
bazi proteinli malzemeler, analitik sinyale miidahale edebilecek veya gercek ekipmana
zarar verebilecek olan kilcal damar duvarinda kolayca emilir. Bu nedenle, bu

malzemeleri ¢ikarmak i¢in genellikle bir dizi hazirlama/ayirma asamasi gerekir [16],



[18]. Bu yontemin ana dezavantaji yogun bir 6n hazirlik prosediiriiniin bulunmasi ve
kilcal kolonlarin sinirli kapasiteleridir [1].

Spektroflorimetrik yontemler; yiiksek hassasiyet ve se¢icilik, iyi algilama limiti
ve kolay test tipi protokolleri nedeniyle nitrit tespiti kullanilan yontemlerden biridir
[1]. Spektroflorimetrik yontemler icme suyunda yaygin olarak bulunan katyon ve
anyonlarin varliginda dahi oldukca secicidir [25]. Ancak spektroflorimetrik
yontemlerin, stabilitesi zayiftir ve 6n islem siiresi uzundur [18]. Spektroflorometri,
tespit edilecek bilesiklerin molekiillerindeki elektronlart uyarmak igin genellikle
ultraviyole 151k olan bir 151k demeti kullanarak numuneden agiga ¢ikan floresani analiz
eder ve bu durum tipik olarak goriiniir 151k olan ancak zorunlu olmayan 151k yaymaya
yonlendirir [17]. Yayilan bu 151k demeti uygun dalga boylarinda 6l¢iiliir.

Kromatografi, bir karisimdaki iki ya da daha fazla bilesenin, hareketli bir faz
yardimuiyla, sabit bir faz arasindan degisik hizlarda hareket etmeleri esasina dayanir.
Kromatografik yontemlerle, kimyasal ve fiziksel Ozellikleri birbirine ¢ok yakin
bilesenlerden olusan karigimlari, tiimiiyle, kolayca ve kisa siirede ayirmak miimkiin
olmaktadir [26]. Kromatografik yontemler; hizli, hassas ve olduk¢a segicidir [1].
Ancak kromatografik yontemler, karmasik bir numune hazirlama prosediirii gerektirir
[16]. Ayrica bu yontemlerde bir koruma siitunu da gereklidir. Ek olarak bu yontemlerin
en 6nemli dezavantajlart maliyet ve yontemin karmasikligs ile ilgilidir [1].

Elektrokimyasal yontemlerin uygulama alanlar1 basta; cevresel, askeri ve saglik
olmak tizere ¢ok ¢esitlidir. Elektrokimyasal yontemler ucuz, giivenilir, hassas, hizli,
secici ve basitlerdir. Ozellikle elektrokimyasal sensor ve dedektdrler numunelerin
yerinde izlenmesi agisindan tercih edilebilmektedir. Bu avantajlar kullanim alanlarimi
arttirmakta ve diger yontemlere gore iistiinliiklerini artirmaktadir, elektrokimyasal
yontemlerin diger nitrit dl¢lim yontemlerine gore avantaj ve dezavantajlart Tablo
2.1°de verilmistir. Elektrokimyasal yontemlerde kullanilabilcek ¢ok ¢esitli elektrot
tiirevleri mevcuttur. Bunlara nikel, bakir-nikel alasimlari, kadmiyum, platin, cams1
karbon, altin, kursun, giimiis ve heniiz yeni olan bor katkili elmas elektrotlar 6rnek
olarak gosterilebilir. Enzimlerin immobilizasyonu ve yiizey modifikasyonlar: gibi
prosediirler elektrokimyasal yontemlerin teknik karmasikligini arttirmaktadir ancak bu

durum elektrokimyasal yontemleri daha segici kilmaktadir [16], [27], [28].



Tablo 2.1: Nitrit l¢lim yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari.

Yontem Avantaj Dezavantaj

Uygulamasi basit,
Spektrofotometri yiiksek duyarlilik ve
diisiik maliyet

Diisiik hassasiyet ve
farkli iyon girisimleri

Diisiik maliyet ve
Kemiliiminesans kolay
uygulanabilirlik

Zayif stabilite ve diisiik
tekrarlanabilirlik

Kullanim kolayligi, Gelisimi
e . tamamlanamamuis,
Elektrokemiliiminesans 1yi algilama sinir1 ve o
e gelistirilmeye ihtiyaci
genis dogrusal aralik var

Yiiksek hassasiyet ve | Siirli kapasite ve diisiik
hizl1 yanit siiresi tekrarlanabilirlik
Yiiksek secicilik ve
Spektroflorimetri kolay
uygulanabilirlik

Kapiler Elektroforez

Zaman alict hazirlik
sureci

Karmasik numune
hazirlama prosediirii ve
yiiksek maliyet

Yiiksek hassasiyet ve

Kromotografi yitksek secicilik

Yiiksek hassasiyet ve
secicilik, hizli yanit
stiresi, yliksek
secicilik

Yiizey modifikasyonu ve
immobilizasyon gibi
karmasik siiregler

Elektrokimyasal

2.4. Denitrifikasyon

Bitkiler, azotu genellikle nitrat seklinde alirlar. Topraktaki nitrat birikimi ise
proteinlerin parg¢alanma {iriinii olan amonyagin mikrobiyal oksidasyonuyla olusur. Bu
olay, iki basamakta gerceklesir. Birinci basamakta amonyak nitrite ¢evrilir bu olayda
basglica Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosococcus ve Nitrosolobus cinslerine ait
bakteri tiirleri etkin rol oynarlar. Ikinci basamakta ise nitrit, Nitrobacter cinsine ait
bakteri tiirleri tarafindan nitratlara ¢evrilir bu olay nitrifikasyon olarak adlandirilir. Bu
mikrobiyal faaliyetler sonucunda meydana gelen nitratlar, eger bitkiler tarafindan

alinmazsa yine topraktaki bazi bakteriler tarafindan rediiksiyona ugratilir ve bu sekilde



nitritler, amonyak ve elementer azota doniisiir bu siirece denitrifikasyon prosesi denir
ve bu proses sonunda toprak nitrat bakimindan fakirlesir [29]. Nitrat indirgenmesi
asimilator ve dissimilator olmak tizere ikiye ayrilmaktadir.

Dissimilatér olarak nitrat indirgenmesi yollarindan biri denitrifikasyondur,

isleminin kimyasal reaksiyonu asagidaki sekilde ifade edilebilir [30]:

2NO3 + 1-25CH3COOH — N2 +2:5C0O, + 1-5 H20 + 20H (2.1)

Denitrifikasyon islemi asagidaki dort reaksiyondan olusmaktadir:

NO3 —NO2 —»NO—-N20—Ny, her adimi sirasiyla nitrat rediiktaz (NR), nitrit
rediiktaz (NIR), nitrik oksit rediiktaz (NOR) ve nitrdz oksit rediiktaz (NOS) tarafindan
katalize edilir (Sekil 3.1). Nitritten NO'ya indirgeme reaksiyonu, denitrifikasyonu
diger nitrat metabolizmasindan ayiran ayirt edici reaksiyondur ve nitrit rediiktaz
tarafindan katalize edilir. NO'nun N2O'ya dontlisiimiinii katalize eden nitrik oksit
rediiktaz, sitoplazmik membran {izerinde yer alir. N2O'dan N2'ye doniisiimiin son
adimu, nitroz oksit rediiktaz sitoplazmik enzimi ile tamamlanir [29], [30], [31]. Bu
enzimler oksijene kars1 duyarlidir, oksijenden en fazla etkilenen enzim ise son adimi
katalize eden nitrdz oksit rediiktazdir [32].

Nitrat veya nitriti azaltabilen ve nitritten N2O veya N iiretebilen bakteriler,
denitrifikasyon bakterileri olarak adlandirilir. Nitrifikasyon bakterilerinin aksine,
denitrifikasyon bakterileri belirli bir taksonomik gruba ait degildir, ancak ¢ogu bakteri
ve ¢ok azi ise arke olarak tanimlanabilen bir¢ok prokaryot cinsine dagilmislardir [31].
Denitrifikasyon yapan bakterilerin ¢ogu heterotrofiktir ancak ototrofik fermentatif
olanlarida vardir [32]. Denitrifikasyon yapma yetenegine sahip mikroorganizmalar,
nitratlardan {i¢ sekilde yararlanmaktadir; azot kaynagi olarak, nitrati nitrite, nitriti de
amonyaga indirgemek suretiyle ve nitrati, oksijen yerine son elektron alicis1 olarak
[29]. Denitrifikasyon yapan bakteriler; Achromobacter, Acinetobacter, Aeromonas,
Agrobacterium, Alcaligenes, Aquaspirillum, Azospirillum, Bacillus, Blastobacter,
Beggiatoa, Bradyrhizobium, Branhamella, Chromobacterium, Clostridium,
Cytophaga, Desulfovibrio, Erythrobacter, Flavobacterium, Flexibacter, Gallionella,
Halobacterium, Halomonas, Hyphomicrobium, Kingella, Neisseria, Paracoccus,
Propionibacterium, Pseudomonas, Rhizobium, Rhodopseudomonas, Thiobacillus,
Thiomicrospira, Vibrio, Wolinella ve Xanthomonas cinslerine ait ¢ok sayida bakterinin

denitrifikasyon aktivitesine sahip oldugu saptanmustir [29], [32].



3. BIYOSENSORLER

Biyosensor kelime olarak biyolojik ve sensor kelimelerinin birlestirilmesiyle
olusturulmustur [33]. Biyosensorler, tespiti yapilacak madde ile segici tanima
mekanizmasina sahip biyoaktif bir bilesenin etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan sinyali
ileten bir iletici sistem ile birlestirilmesi ve bunlarin bir O6l¢iim sistemiyle
kombinasyonu sonucu olusturulmus cihazlardir [34]. Temel olarak biyosensorler; sekil
3.1°de gosterildigi gibi; biyobilesen (biyoreseptor), sinyal doniistiiriicli ve sonuglari
aktaran ve goriintiileyen bir sinyal islemcisinden olusur [35]. Biyoreseptorler analiti
fark edebilen biyomolekiillerdir. Biyoreseptorler; spesifik, kararli, sadece analite
duyarli olmali ve diger molekiillerden etkilenmemelidir. Biyoreseptor olarak enzimler,
niikleik asitler, mikroorganizmalar, organeller, doku kesitleri, antikorlar gibi gesitli
biyolojik materyaller kullanilabilir. Sinyal doniistiiriiciiler, biyoreseptdriin analiti fark
ettigi esnada tirettigi fiziksel veya kimyasal sinyali elektrik sinyaline doniistiiren
yapilardir [34]. Biyosensoriin sinyal islemcisi ise sinyallerin, anlasilmasini ve
okunmasini saglayan elektronik yapidir [35]. Nitelikli biyosensorlerde aranan
ozellikler; duyarlilik (cihazin minimum analit miktar1 degisimine cevap vermesi),
secicilik (cihazin analite spesifik olmasi), dogrusallik (cihazin farkli dl¢timlere sahip
bir dizi 6l¢iim i¢in Sl¢iilen yanitin dogrulugu), kararlilik (cihazin duyarliligindaki
degisimleri dikkate alan bir kalite 6l¢lim degeri) ve tekrarlanabilirliktir (cihazin, bir

numune her 6l¢iildiigiinde benzer sonuglar1 saglamasi) [36], [37].

A O

DI.

Biyobilesen Sinyal Sinyal

Analit e e : ..
Donustaricu Islemcisi

Sekil 3.1: Biyosensor bilesenleri.
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3.1. Biyosensorlerin Siniflandirilmasi

Biyosensorler,  biyobilesenlerine  gore  (enzimler, nikleik  asitler,
mikroorganizmalar, organeller, doku kesitleri, antikorlar vb.) ve donistiiriicii
araclarmma gore (elektrokimyasal, optik, kiitle tabanli ve kalorimetrik)
siniflandirilmaktadirlar. Elektrokimyasal biyosensorler kendi i¢inde potansiyometrik,
amperometrik ve kondiiktometrik olarak ve optik biyosensorler ise, fotometrik,
fliorometrik ve biyoliiminesans olarak alt siniflara ayrilmaktadirlar [33], [35], [36],

[37].
3.2. Nitrit Biyosensorleri

Dai ve arkadaslar1 (2004), hekzagonal mezogdzenekli silika ile modifiye edilmis
cams1 karbon elektrot iizerinde hareketsiz hale getirilmis hemoglobini kullanarak
amperometrik bir nitrit biyosensorii olusturmuslardir. Optimum kosullar altinda bu
sensor, 0.2 ile 3.8 mM araligindaki nitritin belirlenmesi i¢in kullanilabilir.
Biyosensoriin belirleme limiti, 0.61 pM ve hassasiyeti 1.79 pA/mM olarak
bulunmustur [38].

Haldorai ve arkadaslar1 (2016), titanyum nitrit nanopargaciklari iizerine ¢ok
duvarl karbon nanotiip nanokompoziti immobilize etmislerdir. Nitrit algilama i¢in
camst bir karbon elektrot lizerinde modifiye edilmis kompozit iizerine sitokrom c nitrit
rediiktaz enzimini immobilize edilmis ve amperometrik bir biyosensor
gelistirmislerdir. Optimum kosullar altinda, hassasiyet 121.5 pA/puMxcm? ve 0.0014
uM disiik tespit limiti belirlenmis, biyosensorde 1 pM ile 2000 uM arasindaki
konsantrasyonlarda dogrusal 6l¢iim alinabilmistir. Hazirlanan biyosensor, musluk ve
deniz suyu 6rneklerinde nitritin basarili bir sekilde saptanmasini saglamistir [39].

Madasamy ve arkadaslar1 (2014), karbon nanotiip tizerine polipirol film tabakasi
ile stiperoksit dismutaz kullanarak amperometrik bir nitrit biyosensorii
olusturmusglardir. Olusturulan biyosensor 50 nM’lik bir tespit limit degeri gostermistir.
Biyosensor 100 nM ile 1 mM araliginda dogrusaldir [40].

Zazoua ve arkadaslari (2009), su numunelerinde nitriti belirlemek i¢in bir
peroksidaz/katalaz kombinasyonu kullanan bir elektrot sistemi gelistirilmiglerdir.

Katalaz, H202'nin H20 ve O'ye par¢alanmasini katalize ederek, HRP'nin substrati olan
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H20.'yi tamamen tiiketmistir. Ikincisi HO2'nin varliginda, H2Oz'nin azalmasi
nedeniyle bir kondiiktometrik sinyal {iretir. Katalaz inhibitorii olarak nitrit se¢ilmistir.
Nitritin HRP aktivitesi lizerinde higbir etkisi olmadig i¢in katalaz iizerindeki inhibe
edici etkisi, kondiiktometrik sinyalde bir artisa yol agmistir. Olusturulan biyosensorde
tespit limiti 0.03 uM ve dogrusal aralik 0.3 pM ile 446 uM arasindadir [41].

Quan ve calisma arkadasglar1 (2006), nitrit rediiktaz ve metil viologeni (MV),
nitritin - amperometrik tayini igin camsit karbon elektrot {izerine birlikte
hareketsizlestirmislerdir. Hareketsizlestirme, poli(vinil alkol), nitrit rediiktaz ve
MV'den olusan homojen bir karigimin, ardindan poli(allilamin hidrokloriir)
¢ozeltisinin ve son olarak kloroform iginde ¢ozilinen hidrofilik poliliretanin sirali
yiiklenmesi ve kurutulmasiyla gerceklestirilmistir. Biyosensoriin hassasiyeti 11.8 nA/
uM, dogrusal tepki araligi 1.5-260 pM ve tespit limiti 1.5 uM’dir. Biyosensor, 24 giin
boyunca (oda sicakliginda) ilk aktivitesinin %80’ini koruyarak dayanikli depolama
stabilitesi gostermistir [42].

Chen ve arkadaslar1 (2007), nitritin amperometrik tayini i¢gin, antrakinon-2-
siilfonat iceren camsi bir karbon elektrot iizerinde sitokrom c nitrit rediiktazi
immobilize etmislerdir. Biyosensor, nitrite 5 saniyede, 0.015 ile 2.35 uM dogrusal bir
aralikta, 1.8 A/Mxcm? hassasiyette hizl bir tepki gosterdi. Tespit limiti 4 nM'dr [43].

Serra ve arkadaslar1 (2011), biyosensorde biyolojik tanima elemani olarak
sitokrom-cd(1) nitrit rediiktazi kullanmiglardir. Protein, polivinil alkol tiirevi
kullanilarak  karbon macun ekran baskili  elektrotlar {izerine birlikte
hareketsizlestirilmistir. Amperometrik o6lgiimler sonucunda biyosensoriin; 6l¢lim
yapabildigi dogrusal aralik 10 ile 200 uM, hassasiyeti 2.49+0.08 mA/Mxcm? ve tespit
limiti 7 uM olarak belirlenmistir [44].

Zhang ve c¢alisma arkadaslar1 (2009), nitrit tespiti ig¢in sigir serum alblimini,
metil viologen nafyon ve gliserol varliginda doymus glutaraldehit (GA) buhar ile
capraz baglayarak diizlemsel bir i¢ i¢e elektrot lizerinde immobilize edilmis sitokrom
¢ nitrit rediiktaz kullanarak bir kondiiktometrik biyosensor gelistirmislerdir. Oda
sicakliginda optimum kosullar altinda kondiiktometrik biyosensor, nitrite 10 saniyede
0.2-120 uM dogrusal araliginda, 0.194 uS/uM hassasiyet ve 0.05 uM algilama limiti
ile hizli bir tepki gosterdi. Olusturulan biyosensoér 1 ay boyunca iyi bir stabilite
gostermistir [45].
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4. ENZIMLER

4.1. Nitrit Rediiktaz Enzimi ve Cesitleri

Nitrit rediiktaz enzimleri, nitritin nitrik okside indirgenmesini katalize eden ve
denitrifikasyonda yer alan anahtar enzimlerdir [46], [47]. Nitrit indirgeyici
enzimler, nitrik oksit olusturan nitrit rediiktazlar ve amonyak olusturan nitrit
rediiktazlar olmak iizere iki kategoride siniflandirilabilirler [2].

Nitrik oksit olusturan nitrit rediiktazlar; esitlik 4.1°de verilen nitritin, nitrik
okside bir elektron indirgeme reaksiyonunu iki farkli NiR tiirii katalize eder. Bunlara
sitokrom cd; nitrit rediiktazlar (cdiNiR) ve bakir igeren nitrit rediiktazlar (CuNiR)
denir [2].

NO; + 2H* + e — NO + H20; Nitritin NO’ya indirgenmesi (4.1)

cdiNiR'ler iki elektron alici bolge ve iki substrat baglama bdlgesi iceren
homodimerik enzimlerdir. Indirgenmis substrat baglanma bélgeleri nitriti baglar ve
nitrit okside doniistiiriir. CuNiR'ler, her biri iki bakir iyonuna sahip ii¢ 6zdes alt
birimden olusan trimerik enzimlerdir. CuNir ayn1 zamanda iki farkli bakir merkezine
sahiptir bunlar; tip-1 (Cul) ve tip-2 (Cull) bakir merkezi. Cul iki histidin, bir sistein ve
bir metionin tarafindan koordine edilirken, Cull, ii¢ histidin ve bir solvent molekiilii
tarafindan koordine edilir. Tip-1 Cu elektron transferinde yer alir, tip-2 Cu ise katalitik
merkezi olusturur [2], [48].

Amonyak olusturan nitrit rediiktazlar; iki farkli NiR tiird, esitlik 4.2°de

gosterildigi gibi, nitritin amonyaga alt1 elektron indirgenmesini katalize eder [2].
NO; + 8H" + 6" — NH4" + 2H20; Nitritin NH4"’ya indirgenmesi ~ (4.2)

Stilfat veya kiikiirt indirgeyen bakterilerden izole edilen dissimilator sitokrom ¢
nitrit rediiktazlar (ccNiR) ve asimilator nitrit rediiktazlar (aNiR). ccNiR, solunum
stireglerinde 6nemli bir rol oynayan enzimlerdendir. NrfA ve NrfH alt birimlerinden
olusurlar ve yiiksek molekiiler kiitleli multimerler olarak periplazmik zardan izole

edilirler. NrfH, dogas1 geregi hidrofobik olan ve fizyolojik olarak dahil olan kiigiik
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tetrahemik polipeptiddir. aNir, nitritin amonyuma alt1 elektronlu indirgenmesini
katalize eden sitoplazmik enzimlerdir. Elektron dondr 6zgiilliigiine gore, aNiR'ler iki
sekilde siiflandirilir; bunlardan birincisi fotosentetik organizmalarda yaygin olarak
bulunan ferredoksine bagimli enzim ve ¢ogu heterotrofik organizma da mevcut olan
NADH'a bagimli enzim. Ferredoksin-nitrit rediiktazlar (Nirsiro), prostetik gruplar
olarak bir sistein tortusundan koprii olusturan bir kiikiirt atomu yoluyla bir demir-
kiikiirt kiimesi [4Fe-4S] ve bu kiimenin bagladigi bir siroheme merkezinden olusur,
siroheme grubu nitrit i¢in baglanma yeridir, genellikle siyanobakteriler, bitkiler ve
algler gibi fotosentetik organizmalardan izole edilirler. NADH'a bagimli nitrit
rediiktaz, tek bir polipeptit ilizerinde konumlandirilmis biiyiik bir proteindir ve aktif
gruplar arasinda bir NADH baglama bolgesi, FAD, Fe-S proteini ve bir siroheme
kofaktorli bulunur. NADH nitrit rediiktazlar ayrica uzatilmis bir N-ucuna bagli olan
FAD'yi igerir. Heterotrofik bakteriler genellikle nitrit indirgemesi i¢in fizyolojik
elektron dondrii olarak NADH'' kullanirken, siyanobakteriler dahil fotosentetik

organizmalar indirgeyici olarak ferredoksini kullanir [2], [48], [49], [50].

4.2. Escherichia coli’de Nitrit Rediiktaz Enzimi

Escherichia coli gibi amonyum iiretebilen bakterilerde iiretim, nitratin nitrat
rediiktaz ile nitrite indirgendigi ve daha sonra nitritin nitrit rediiktaz ile amonyuma
indirgendigi iki asamal1 bir islemdir. Nitrat bol ise reaksiyon nitritte durur, ancak nitrat
smirliysa veya sadece nitrit mevcutsa amonyum iiretilir. Amonyum iiretmek i¢in iki
farkli nitrat ve nitrit rediiktaz kombinasyonu mevcuttur. Nap/Nrf sistemi periplazmada
daha diisiik nitrat konsantrasyonlari altinda (2 mM'nin altinda) ¢alisir, Nar/Nir sistemi
ise nitrat hazir oldugunda (2 mM'nin {izerinde) sitoplazmada amonyum iretir. E. coli
her iki sisteme de sahiptir. E. coli’nin anaerobik biiyiimesi sirasinda ana nitrit
indirgeyen enzimler NrfA ve NirB nitrit rediiktazlaridir. Her bir operonun
ekspresyonu, anaerobik hiicre biiylime kosullar: sirasinda indiiklenir ve ayrica hiicre
ortaminda nitrit veya nitratin varhigi ile modiile edilir. NirB nitrit rediiktaz,
sitoplazmada nitriti azaltmak i¢in elektron donérii olarak NADH kullandig1 belirtilen
bir enzimdir. NADH’a bagl nitrit rediiktaz igin {i¢ potansiyel iglev bildirilmistir
bunlar; amonyum asimilasyonu, fermentatif amonyaklastirma ve nitrit
detoksifikasyonudur. NADH'a bagl nitrit rediiktaz hem aerobik hem de anaerobik

kosullar altinda sentezlenebilir. NrfA nitrit rediiktaz, membran potansiyeli olusturmak
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icin kinonlar araciligiyla membranla iligkili format oksitleyici enzimlere baglanan
membranla iligkili bir solunum enzimidir. NrfA rediiktaz hiicre periplazmasinda yer
alir ve elektron alicis1 olarak nitriti kullanan bir solunum enzimidir. NirB rediiktaz
sitoplazma ile sinirlidir ve hiicre i¢indeki asir1 nitriti metabolize eder, bunun alimina
tagiyict protein NirC aracilik eder. Bu {i¢ sistemin, periplazmik, sitoplazmik ve
tasimanin, hiicrede nitrit alimin1 ve atilimini belirler. Nitritin yiiksek toksisitesi
nedeniyle hiicre tasima sistemi, hiicredeki nitrit seviyesinin diizenlenmesinde ¢ok
onemli bir rol oynar. Nitrit transmembran gec¢isinde yer alan {i¢ tagima proteini
bilinmektedir: NarK, NarU ve NirC, ancak nitrit tagima proteini NirC'nin {i¢ii arasinda
en yiiksek aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. NirC proteinini kodlayan nirC
geninin, nirB geni ile ayn1 operonda konumlandig1 bilinmektedir. E. coli'de NADH'a
bagli nitrit azalmasiin, NirB ve NirD varliginda meydana geldigi bildirilmistir.
NirBD nitrit rediiktaz aktivitesi, NirB ve NirD'nin stokiyometrik miktarlarinda
calismaktadir. NirD'nin enzim saflagtirmasinin erken agamalarinda NirB ile birlestigi
bildirilmistir, bu da NirD'nin nitrit rediiktaz enziminin ikinci bir yapisal alt birimi
oldugunu gosterir. NirBD 0Okaryotlarda, bakterilerde ve arkelerde bulunur ve yiiklii
substratinin hiicre zarindan hiicreye gecisinden sorumlu bir tagima sistemine baglidir.
Bu tagima, format/nitrit tasiyict (FNT) ailesinin bir tiyesi olan NirC proteini tarafindan

gerceklestirilir [51-55].
4.3. Enzim immobilizasyonu

Enzimlerin yiiksek spesifikligi, enzim-substrat etkilesimi ile tepkimelerin
meydana gelmesi, hizli yanit siiresi ve yiiksek verimlilik gibi avantajlar
bulunmaktadir [56]. Ancak enzimlerin pH, sicaklik, iyonik kuvvet gibi dzelliklerinin
kararlilik gostermemesinden dolayr biyosensorlerde kullanimi siirlandirilmaktadir.
Bu nedenle enzim tabanli biyosensorler tasarlanirken enzimlerin aktivitelerini
stirdiirebilmeleri i¢in uygun ortam olusturulmaya calisilir. Bu ortam, bir destek
tabakasi ile saglanabilmektedir. Enzim immobilizasyonu; enzimin, substrat ve {iriinler
i¢in olandan farkl bir faza yani bir destek tabakasina baglanmasidir. Diger bir ifadeyle
enzim immobilizasyonu; enzimlerin fiziksel olarak sinirlandirilmasini ya da belirli bir
alana yerlestirilmesini; tekrar ve siirekli olarak kullanilabilirligini ifade etmektedir
[57]. Enzim immobilizasyonu, asir1 pH, sicaklik, tuzlar ve organik ¢oziiciiler gibi zorlu

reaksiyon kosullar1 altinda bile ¢esitli enzimlerin stabilitesini, saglamligini ve yeniden
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kullanilabilirligini gelistirmek i¢in kullanilan etkili bir stratejidir [58]. Enzim
immobilizasyon yontemleri genel olarak fiziksel yontemler ve kimyasal yontemler
olarak ikiye ayrilir. Fiziksel yOntemler kendi iginde; adsorpsiyon metodu (bu
yontemde enzim hazirlanan bir ¢6zelti iginde ¢6ziiliir ve kat1 destek, enzim ¢ozeltisi
ile sabit bir siire temas edecek sekilde tutulur bu yontemde enzimler, fiziksel
adsorpsiyon, hidrojen bagi, van der Waals kuvvetleri veya diger iyonik baglar ile
hareketsiz hale getirilir) [59], [60] ve tutuklama metodu (yiiksek derecede ¢apraz bagl
bir polimerin enzim molekiilleri baglar1 arasinda tutuklanmakta belli alanda durmaya
zorlamaktir ve bdylece ana ¢ozeltiye gegmeleri engellenmektedir) [61] olarak ikiye
ayrilirlar. Kimyasal immobilizasyon yontemleri ise; kovalent baglama metodu (bag
olusumu enzim iizerinde bulunan kimyasal grup ile destekleyici materyal iizerinde
bulunan baglayici kimyasal grup arasinda gergeklesir) [59], ve ¢apraz baglama metodu
(bu yontemde ise enzimler bir enzim polimeri gibi goriinen bazi baglayicilarla
kovalent olarak g¢apraz baglanir) [59] olarak ikiye ayrilabilir. Tablo 4.1°de bu

yontemlerin avantaj ve dezavantajlarindan bahsedilmektedir [60].

Tablo 4.1: Enzim immobilizasyon yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari.

cok kararli

Yontem Avantaj Dezavantaj

Basit ve uygun Zay1f depolama stabilitesi

Adsorpsiyon maliyetli ve enzimin y ve gesor sivon

aktivite kayb1 az psty

Yiiksek aktivite ve Yiiksek enzim

Tutuklama stabilitede enzim konsantrasyonu ve enzim
korunumu s1zintis1
Kovalent Baglama Tepki siiresi kisa ve Diisiik stabilite

Capraz Baglama

Uygun maliyetli ve
kullanim kolaylig1

Enzimin aktivite kaybi
yiiksek ve pH kontrolii
saglanmali




5. MATERYAL VE METOT

Bu tez ¢alismasinda, nitrit tespiti yapabilecek olan bir biyosensor gelistirilmesi
i¢in nitrit redliktaz enzimi lretimi gerceklestirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda nitrit
rediiktaz enzimi pET28a vektoriine klonlanmistir. Klonlanmig olan enzim E. coli
BL21 hiicrelerine aktarilmis ve sonra elde edile n trasformant kolonilerden nitrit
rediiktaz B enzimi saflastirilmistir. Saflastirma; His saflastirma etiketi ile ifadesi
saglanan rekombinant proteinler Ni-afinite boncuklar1 kullanilarak iireticinin tarif
ettigi sekilde yapilmis ve enzimin aktivitesi belirlenmistir. Nitrit konsantrasyonu
Griess metodu kullanilarak Ol¢iilmistiir. Daha sonra saflagtirilan bu enzim ile

biyosensor i¢in ¢alisma elektrodu hazirlanmig ve nitrit 6l¢timleri yapilmistir.
5.1. Kullanmilan Kimyasallar

Bu tez kapsaminda kullanilan tiim kimyasallar tablo 5.1°de verilmistir.

Tablo 5.1: Kullanilan kimyasallar ve tedarikgileri.

Kimyasal Marka
Glutaraldehit Sigma Aldrich
Etanol Sigma Aldrich

Sodyum Dodesil Siilfat Merck

Pirol Acros Organics
Potasyum Kloriir Riedel-de Haén
Di-sodyum Hidrojen Fosfat Merck
Potasyum Di Hidrojen Fosfat Merck
Sodyum Klortir Merck
N-(1-Naftil) Etilendiamin Sigma Aldrich
Siilfanilik Asit Sigma Aldrich
Akrilamid Sigma Aldrich
N, N'-Metilenbisakrilamid Fluka
Izopropil B-d-1-tiyogalaktopiranosid BioFroxx
Nickel Affinitiy Gel Sigma Aldrich
Kanamisin BioFroxx
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Tablo 5.2: Devam.

Metil Violojen Dikloriir Hidrat Sigma Aldrich
Tripton Termo Fisher Scientific
Sodyum Ditionit Sigma Aldrich
Maya Oziitii Biolife
Tris(Hidroksimetil)amino Metan Merck
Gliserol Sigma Aldrich
Pepton Biolife
Sodyum Nitrit Merck
Agar Sigma Aldrich
Di-potasyum Hidrojen Fosfat Merck
Etilendiamintetraasetik Asit Sigma Aldrich
Amonyum Persiilfat ERLAB
Hidroklorik Asit Riedel-de Haén
Immidazol Sigma Aldrich
Tetrametiletilendiamin Sigma Aldrich
Sodyum Hidrojen Karbonat Merck

RNAse

Roche Diagnostics

Lizozim

BioFroxx

Fenilmetilsulfonil Florir

Roche Diagnostics

Glikoz Merck
[-mercaptoethanol Sigma Aldrich
Magnezyum Siilfat Merck

Ampisilin Sigma Aldrich
Magnezyum Kloriir Merck

3-Morfolinopropan-1-Siilfonik asit Sigma Aldrich

Rubidyum Kloriir Sigma Aldrich
Potasyum Asetat Merck
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5.2. Klonlama

Bu tez ¢alismasinda E. coli K12 nirB, pET28a vektoriine Polihistidin tag (His-
tag) afinite kuyrugu icerecek sekilde klonlanmistir. nirB geni, uygun kesim bolgelerini
igeren primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir. Elde edilen PCR iiriinii ilk olarak
sekil 5.1°de [62] vektor haritasi verilen pPGEM-T ara klonlama vektoriine aktarilmistir.
PGEM-T vektoriine aktarilan nirB geni 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl f-D-
Galactopyranoside (X-Gal)/isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) igeren
6petrilerde biiyiitiilmiistiir. Bir giinliik inkiibasyon (WiseCube-inkiibator) sonunda
olusan mavi ve beyaz kolonilerden beyaz olan koloniler se¢ilmistir. Bu beyaz koloniler
petrilere tekrar ekilerek inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra plasmid izolasyonu
gerceklestirilerek %0.8’lik agaroz jelinde yiiriitiilerek klonlanmasi planlanan nirB
geninin pGEM-T vektoriiniin i¢inde oldugu ispatlanmigtir. pPGEMTnB plazmidi Nhel
ve Xhol (Thermo Scientific, Waltham) enzimleri ile kesilerek nirB gen inserti
¢ikarilmigtir. Bu gen pargasi sekil 5.2°de [63] vektor haritasi verilen pET28a vektoriine
klonlamak amaciyla jelden alinmistir. pGEMT vektoriinden kesilen nirB geni ayni
enzimlerle kesilip lineer hale getirilmis pET28a vektort ile ligasyona tabi tutulmustur.
Daha sonra transformasyon E. coli TOP10 ve BL21 hiicrelerinde yapilmistir.
Transformantlardan elde edilen plazmidlerle yapilan PCR sonucunda plazmid ile 2544

civarinda beklenen PCR f{iriinii elde edilebilmistir.
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Sekil 5.1: pGEM-T vektor haritast.
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Sekil 5.2: pET28a vektor haritasi.

5.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Genlerin ¢ogaltilmasi amaciyla uglarinda Nhel ve Xhol enzim kesim bolgeleri
bulunan nirB genine ait primerler tasarlanmigtir. Kullanilan primerler tablo 5.2°de
gosterilmistir. E. coli K12 genomik DNA’s1 (Deoksiribo Niikleik Asit) kalip DNA
olarak kullanilmistir. PCR; 5 U Tag DNA Polymerase (Thermo Scientific, Waltham),
50 pmol ileri ve geri primerler, ImM dNTP, kalip DNA ve PCR tamponu karigimi
kullanilarak 29 dongii (her dongii 95°C de 1 dk, 55°C de 1 dk ve 72 °C de 1 dk) olacak
sekilde planlanmis ve reaksiyon bu sekilde gerceklestirilmistir. 100 pl lik karigima 1
pl (100 ng civarinda) genomik DNA kalip olarak olarak eklenmistir. Genomik DNA
izolasyonu i¢in E. coli K12 hiicreleri Luria Agar (LA; 10g/L NaCl, 10g/L Pepton, 5g/L
Maya Oziitii, 14g/L Agar)) besiyerinde iiretildikten sonra GeneJET Genomic DNA

Purification Kit (Thermo Scientific, Waltham) kullanilarak izole edilmistir.
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Tablo 5.3: Primerler ve baz dizileri.

Restriksiyon

Y Baz Dizisi
Enzimi

Primer

NirB
Tleri Nhel 5'GCTAGCAGCAAAGTCAGACTCGCAATTAT3
Primer
NirB
Geri Xhol 5'CTCGAGTCATGCGTTGTCCTCCACCAGAGTT3
Primer
pET28a
Tleri 5'GCTAGTTATTGCTCAGCGG3'
Primer
pET28a
Geri 5TAATACGACTCACTATAGGGS
Primer

5.2.2. Ligasyon

Nhel ve Xhol enzimi ile kesilmis olan nirB geni ve ayni enzimlerle lineer hale
getirilmis pET28a vektorii ligasyonla birlestirilmistir. Ligasyon islemi igin DNA
pargalarinin birlestirilmesinde kullanilan T4 DNA ligaz enzimi (Thermo Scientific,
Waltham) kullanilmigtir. nirB geni, pET28a vektorii, ligasyon tampon ¢ozeltisi ve
ligaz enzimi icerecek sekilde hazirlanan ligasyon karisimi 16°C’de bir giin
inkiibasyona birakilmistir. Ligasyon islemi vektor/insort orani 1/2 olacak sekilde

gergeklestirilmistir.

5.2.3. Kompetan Hiicre Hazirlama

Kompetan hiicre hazirlamak amaciyla Luria Broth (LB; 10g/L NaCl, 10g/L
Pepton, 5g/L Maya Oziitii) besiyerinde ODgoo degeri 0.5 absorbans seviyesine ulasana
kadar 37°C’de biiyiitiilen E. coli hiicreleri (Top10 ve BL21 suslar1) kullanilmistir.
Biiyiiyen kiiltiir buza alinarak 15 dakika buzda bekletildikten sonra 4°C, 4500 RCF
hizda 5 dakika santrifiijlenerek (Sigma 3-18 K Santrifiij) ¢oktiriilmiistiir. Stvi kisim
uzaklastirildiktan sonra, pelet {izerine soliisyon 1 (30 mM Potasyum Asetat, 10 mM
CaClz, 100 mM RDbCI ve %15 Gliserol, pH=6.5) eklenerek ¢oziinmesi saglanmis ve 5
dakika buzda bekletilmistir. Daha sonra tekrardan 4°C, 4500 RCF hizda 5 dakika
santrifiijlenerek ¢Oktiiriilmiis ve pelet solisyon 2’de (10 mM MOPS (3-

22



morfolinopropan-1-siilfonik asit), 75 mM CaCl;, 10 mM RbCI ve %15 Gliserol,
pH=6.5) c¢ozdirilip 100’er plL mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmigtir. 30 dk
bekletildikten sonra sivi nitrojende dondurularak -70°C kullanilincaya kadar
saklanmistir. Islemler sirasinda soliisyonlar, hiicreler ve kullanilan santrifiij tiipleri
buzda bekletilmistir. Bu siirecte kullanilan soliisyonlar, distile su ve santrifiij tiiplerinin

tamamu sterildir.
5.2.4. Transformasyon

Ligasyonu gergeklestirilen pET28nB geninin hiicreye transformasyonu i¢in E.
coli Top10 kompetan hiicreleri kullanilmigtir. -70°C’de saklanan kompetan hiicreler,
ligasyon {irlinleri ile 30 dakika buzda bekletilmistir. Ligasyon iriinii kompetan
hiicrenin igine eklenerek 5 dakika buzda tutulmustur. Ligasyon iirliniiniin kompetan
hiicre igine girebilmesi i¢in buzda tutulan {irtin 42°C’lik su banyosunda 1 dakika
bekletilerek sicaklik sokuna maruz birakilmistir. 1 dakika sonunda tekrar buza
konularak 2 dakika buzda bekletilmistir. Transformasyona ugramis hiicrelerin {izerine
SOC (2% Tripton, 0.5% Maya Oziitii, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCly, 10
mM MgSOQO4 ve 20 mM glikoz) besiyeri eklenmis ve 37°C’ de 1 saat 100 rpm hizda
calkalanmaya birakilmistir. Daha sonra hiicreler 500 RCF’de santrifiijlenerek
¢oktiiriilmiistiir. Ust sivi faz uzaklastirildiktan sonra pelet iizerine 100 pL steril su
eklenmis ve ¢oziinmesi saglanmistir. Kanamisin igeren antibiyotikli LA besiyeri
lizerine soliisyon yayilarak 37°C’ de bir giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonucu elde edilen kolonilerden plazmid izolasyonu yapilip restriksiyon enzimi ile
kesim sonucu dogrulama islemi gerc¢eklestirilmistir. Daha verimli protein ifadesi igin

plazmitler E. coli BL21 kompetan hiicresine aktarilmistir.
5.2.5. Plazmit izolasyonu

Tez kapsaminda yapilan plazmid izolasyonlar1 GeneJET Plasmid Miniprep Kit
ile yapilmistir. Plazmid izolasyonunda oncelikle plazmidi izole edilecek hiicre uygun
kosullar altinda biiyiitiilmiistiir. Daha sonra hiicreler 12000 rpm’de 5 dakika
coktiirilmiistiir. Pelet {izerine resiispansiyon ¢oOzeltisi eklenmis ve peletlerin
¢cOziinmesi saglanmistir. Siispanse hale gelen hiicrelerin {izerine liziz ¢Ozeltisi

eklenerek pargalanmasi saglanmistir. Daha sonra nétralizasyon tamponu eklenmis ve
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12000 rpm’de 5 dakika ¢oktiiriilmiistiir. Siv1 faz plazmid izolasyon kiti igerisinde
bulunan kolona aktarilmistir ve 12000 rpm’de 1 dakika santirfiij edilmistir. Santrifiij
sonunda kolona yikama tamponu eklenerek 1 dakika 12000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Bu islem iki kez tekrarlanmistir. Son olarak kolondaki plasmidleri toplamak amaciyla
eliisyon tamponu kolona eklenmis, 5 dakika bekletilmis ve 12000 rpm’de 2 dakika
coktiiriilmistiir. Elde edilen plasmid %0.8’lik agaroz jelde yiritiilerek plazmidin

konsantrasyonu ve biiyiikliigii belirlenmistir.

5.2.6. Klonlamanin Restriksiyon Enzimleri ile Dogrulanmasi

Onceki boliimlerde anlatildig gibi nirB geni éncelikle PCR ile ¢ogaltilmis ve
PGEM-T vektoriine klonlanmig ve daha sonra bu vektorden kesilerek pET28
vektoriine aktarilmistir. Bu asamalarda klonlamanin dogrulugu restriksiyon enzimleri
ile kesim yapilarak belirlenmistir. NirB ve pET28a vektorii ligasyon ile
birlestirildikten sonra E. coli Top10 hiicrelerine aktarilmistir. Kanamisinli besiyerinde
olusan transformatlardan elde edilen plazmidler (NirB genini tasiyan pET28nB
vektorii) klonlamanin dogrulanmasi amaciyla Nhel ve Xhol enzimleri ile kesilmistir.
Agaroz jelinde kesilen DNA bantlarin boyutlar1 belirlenmis ve bu sekilde klonlama
dogrulanmistir. Bu ¢alismada kullanilan bakteri suslar1 ve vektorler Tablo 5.3 ve 5.4'te

listelenmistir.

Tablo 5.4: Bakteri suslari.

Bakteri suslan Kullanim amaci Kaynak

Escherichia coli NirB ceninin k 5 ATCC,
K12 geninin Kaynagi USA
Escherichia coli A . Ame_rsham
Yiiksek protein ifadesi Biosciences,
BL21 UK

Escherichia coli | Escherichia coli nirB geninin klonlandig1 | Invitrogene
Topl0 konakg1 sus Co
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Tablo 5.5: Vektorler.

Vektorler Kullanim amaci Kaynak
pGEM-T PCR ara klonlama vektorii Pr(IJrr::ega
pPET28a His-tag igeren saflagtirma vektorii NOJ g’g:n,

5.3. Enzimin Uretimi ve Saflastiriimasi

NirB igeren pET28a vektoriinin (pET28nB) aktarildigt E. coli BL21
transformant hiicreleri, 50 pg/mL kanamisin iceren 30 mL Terrific Broth (TB; %1.2
Tryptone, %2.4 Maya Oziitii, %0.5 Gliserol, 8 mM PBS) ortaminda gece boyunca
37°C’de biiyiitillmiistiir. Biyiliyen kiiltir, 1 L'lik bir sisede bulunan 300 mL'lik
antibiyotik eklenmis bir TB ortamini asilamak i¢in kullanilmistir ve bu yeni ortam
37°C’de ¢alkalanarak biiyiitiilmiistiir. Kiiltiir daha sonra 0.5 mM IPTG (Izopropil-p-
D-tiyogalaktopiranozit) ile 18 saat 25°C'de indiiklenmistir. Hiicreler 20 dakika
boyunca 4000 rpm'de 4°C’de santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiis ve toplanan peletler bir giin
boyunca -32°C'de dondurulmustur. Dondurulmus olan hiicrelere lizozim iceren bir
tampon (100mM KzHPOs, ImM MgSOs, 1ImM PMSF (fenilmetilsiilfonil floriir),
0.02mg/mL Rnase, 1mg/mL lizozim pH=7) soliisyonu eklenmis ve hiicrelerin
¢oziinmesi saglanmistir. Hiicreler sonikatorde (UP100H-Hielscher) 4°C'de 1 dakika
boyunca 0.5 cycle olarak ve 30 tekrar ile parcalanmistir. Hiicre kalintilarindan
kurtulmak amaciyla hiicreler, 12000 RCF ve 4°C'de 20 dakika boyunca
coktiiriilmiistiir. Santrifiij sonrast s1vi kisim toplanmistir. Toplanan protein saflastirma
kolonuna yiiklenmis ve yikama tamponu ile (50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 50mM
Immidazol (pH=8)) yikanmistir. Yikama sonunda kolona elusyon tamponu (50mM
NaH2POs, 300mM NaCl, 500mM Immidazol (pH=8)) eklenmis ve 30 dakika
bekletilmistir. Siire sonunda enzim His etiketli Ni*/Co*™? NTA afinite dolgu materyalli

kolondan toplanmustir.
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5.3.1. SDS-PAGE Analizi

Saflagtirilmis olan proteinlerin gozlenmesi, biiyiikliiklerinin tespit edilmesi ve
konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile
analizi saglanmistir. %15 konsantrasyonda ayirma yani separating (Acrylamid-
Bisacrylamide (30/0.8 w/w %), Tris 1,5 M (pH=6.8), SDS (%10), APS (%50)) jel ve
%S5 konsantrasyonda sikistirma yani stacking (Acrylamid-Bisacrylamide (30/0,8 w/w
%), Tris 0,5 M (pH=6.8), SDS (%10), APS (%50)) protein jelleri kullanilmistir.
Saflagtirilan proteinler 4:1 (protein: boya) oraninda boya (Coomassie blue strain; %10
asetik asit, %90 distile su ve %0.006 coommasie blue) ile karistirilarak jellere
yiiklenmistir. Proteinlerin biiyiikliiklerinin tespiti i¢in saf proteinin yanina ekler
kisminda verilmis olan protein marker1 (Thermoficher page ruler prestainedprotein
ladder) yiikklenmistir. Gii¢ kaynagi ilk 6nce 80 voltaj ile ¢alistirilmis ve numunelerin

separating jele gecisiyle birlikte voltaj 180°e gikarilmistir.

5.3.2. BSA (Bovine Serum Albumin) Analizi

1 mg/mL standart bovine serum albumin (BSA), % 0.9 NaCl ¢ozeltisi igerisinde
¢ozilmistir. Daha sonra 2.5 mg Coomassie brillant blue G-250, 1.25 mL %95
ethanolda ¢6zdiirilmiistiir ve tizerine 2.5 mL %85 fosforik asit eklenmistir. Hazirlanan
bu boya c¢ozeltisi 25 mL’ye tamamlanmistir ve Bradford c¢ozeltisi hazir hale
getirilmistir. Cozelti kullanilacagi zaman 5 kat su ile seyreltilmis ve o sekilde
kullanilmigtir. Tablo 5.5’te belirtilen standart konsantrasyonlar hazirlanmis ve
hazirlanan standartlarin renklerinin sabitlenmesi i¢in 5 dakika bekletilmistir. 595
nm’de UV Spektrofotometresi ile 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ve 9 nolu tiiplerin absorbans
degerleri 1 numarali tiipe karst okunmustur. Bu elde edilen veriler kullanilarak standart
bir egri olusturulmustur (Sekil 5.3). Bilinmeyen proteinlerin konsantrasyonlarinin

tayini i¢in bu olusturulan standart egri kullanilmstir.
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Tablo 5.6: BSA standart ¢ozeltileri.

, Tiip No
Bilesenler = 2 3 4 ps 6 7 8 9
1 mg/mL
BSA (uL) 0 2 4 6 8 10 | 12 | 14 | 16

% 0.9
NaCl (uL) 100 | 0 0 0 0 0 0 0 0
Bradford

Cozeltisi | 900 | 998 | 996 | 994 | 992 | 990 | 988 | 986 | 984
(nL)
Toplam
Hacim 1 1 1 1 1 1 1 1 1
(mL)

BSA Grafik
0,6

0,5

0,4

.

03 e
02 e

. y = 0,0346x
01 | e R?=0,9973

Sekil 5.3: BSA standart egrisi.

5.4. NADH Varhginda Enzim Aktivitesi

Nitrit rediiktaz enzim aktivitesini belirlemek amaciyla Coleman ve arkadaglari
(1978) tarafindan uygulanan nitritin amonyuma indirgenme reaksiyonu sirasinda
gerceklesen NADH konsantrasyon degisimi 366 nm’de spektrofotometrik olarak takip
edilmeye ¢alisilmistir [64]. Reaksiyon asagidaki sekilde ger¢eklesmektedir.

NO2" + 3NADH + 5H" — NH4" + 3NAD" + 2H.0 (5.1)
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1 mM NAD?, 0.5 mM NADH, 2 mM NO; varliginda enzim aktivite olgtimleri
yapilmigtir fakat NADH konsantrasyonunda enzim aktivitesinden bagimsiz olarak
diisiis  gozlenmistir. Bu nedenle aktivite hesabi dogru bir sekilde
gergeklestirilememistir. Ortamda nitrit yokken NirB’nin NADH’1 okside etme
nedeninin, enzimin oksijen varliginda okside olmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Okside olan enzim, NADH ile indirgendikten sonra nitriti
indirgeyebildigi rapor edilmistir. Song ve arkadaslar1 (2020) tarafindan yapilan
calismada enzimin NADH kofaktoriine doyurulmasi gerektigi ve bu nedenle yiiksek
konsantrasyonda NADH ile muamele edilmesi gerektiginden bahsedilmistir [49].
Ancak yiiksek konsantrasyonlarda NADH varliginda yapilan aktivite 6lglimlerinde,
Griess metodu ile nitrit giderimine bakilmis ve kayda deger bir nitrit giderimi
gozlemlenememistir. NADH varliginda nitrit Olglimleri giivenli bir sekilde
gerceklestirilemediginden Martinez-Espinosa (2001) tarafindan gelistirilen metil
viyolojene (MV) dayali aktivite 6l¢lim metodu ile nitrit 6l¢limiiniin yapilmasina karar

verilmistir [49], [65].
5.5. Enzimin Aktivitesi ve Karakterizasyonu

Escherichia coli‘de iiretilip saflastirilan NirB enziminin aktivitesi metil
viyolojen varhiginda nitrit giderimi iizerinden belirlenmistir. Sodyum ditiyonit
varhginda metil violojen MV*?den nitrit rediiktaz enzimini aktive eden MVe+

formuna indirgenir, bu reaksiyon agagidaki esitlikte verilmistir.
MV*2+ 2(SO3'Na*) = (SO3).MV*? + 2Na* (5.2)

Elektron vericisi olarak gorev yapan sodyum ditionit, nitritin amonyuma
indirgenmesini tetikler. Nitritin sodyum ditionit varliginda amonyuma indirgenme

reaksiyonu asagida verildigi gibidir.
NOz + 6MVs* + 8H" > NHs" + 6MV*? + 2H,0 (5.3)

Song ve arkadaglar1 (2020) tarafindan yapilan nitrit rediiktaz aktivite
Olglimlerinde metil violojen elektron dondrii ve Na»S;04 indirgenme ajani olarak

kullanilmis ve reaksiyon sonucu azalan NOz™ spektrofotometrik yontem olan Griess
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metodu kullanilarak takip edilmistir [49]. Nitrit 6l¢iimleri her aktivite 6l¢liimii igin ti¢
kez tekrarlanmistir. Aktivite dlgiimleri; oda sicakliginda, TE tamponu (Tris-EDTA:
50mM Tris, 5mM EDTA pH=7), 16 mM NazS204 (0.1 M NaHCO3 i¢inde giinliik
hazirlanir), enzim, 3 mM metil violojen ve nitrit ile 250 puL hacimde baslatilir ve 5
dakika siire sonunda vortekslenerek metil violojenin okside edilerek ile reaksiyon
sonlandirilir [65]. Enzim igermeyen kontrol deneylerinde enzim soliisyonu yerine
enzimin tamponu (2 mM pB-mercaptoethanol (BME) igeren saflastirma eclusyon
tamponu) kullanilmistir. Nitrit miktar1 6lglilecek olan numunelere dncelikle stilfanilik
asit eklenmis ve 4 dakika karanlik ortamda bekletilmistir siire sonunda numunelere N-
(1-Naftil) etilendiamin soliisyonu eklenmis ve 30 dakika karanlikta bekletildikten
sonra 543 nm’de nitrit miktarlar1 absorbans cinsinden belirlenmistir. Sonuglar standard
egri ile kiyaslanarak nitrit konsantrasyonu hesaplanmistir. NirB enziminin
karakterizasyonunun belirlenmesi i¢in de Griess yontemi kullanilmistir. Enzimin
kinetik parametrelerinin belirlenmesi amaciyla 0-30 mM nitrit konsantrasyon
araliginda aktivite 6l¢timleri yapilmistir. Bu deneylerde 250 pL hacimde 160 ng enzim
(toplam protein) kullanilmistir. Reaksiyon kinetigi sonuglar1 Michaelis-Menten
esitligine gore belirlenmis, Lineweaver-Burk lineerlestirme metodu kullanilarak nitrit

rediiktaz aktivitesine ait Km ve Vmax degerleri hesaplanmaistir.

5.6. Amperometrik Biyosensor Calisma Elektrodunun
Hazirlanmasi

Ag/AgCl referans elektrot saf su ile yikanmis ve siirekli olarak 3 M KCI ¢ozeltisi
icinde saklanmistir. Karsit elektrot olarak kullanilan platin elektrot ve calisma
elektrotu olarak kullanilan altin elektrotunun temizligi; temizleme pedi lizerine bir
miktar aliimina tozu alinmis ve elektrot zimparalanmistir. Bu islem 0.05 pm
boyutundaki aliimina tozu ile yapilmistir. Islem sonunda platin elektrot ve ¢alisma
elektrodu 5 dakika siire boyunca su ve ethanol (50 v/v %) karisiminda sonikasyona
tabi tutulmustur. Calisma elektrotu olarak kullanilan altin elektrotunun kaplama iglemi
icin, poligluteraldehit (PGA) ¢ozeltisi igerisine 2 mM sodyum dodesil siilfat (SDS) ve
10 mM pirol ilave edilmis ve ¢ozelti karistirilarak homojen hale getirilmistir. Daha
sonra ¢alisma elektrotu, karsit elektrot ve referans elektrot hiicre igerisinde daldirilarak
gerekli elektriksel baglantilar yapilmis 50 mV/s tarama hizinda, (-1)-(+1.5) V

araliginda voltaj uygulanarak ve 15 dongii halinde doniisiimlii voltametri yontemi ile
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elektropolimerizasyon saglanmistir. Elektropolimerizasyon isleminden sonra ¢alisma
elektrotu desikatorde kurutulmustur, %25°lik gluteraldehit igerisine daldirilmis ve 3
saat bekletilmistir. 3 saat sonunda elektrot 225 pL enzim igerisine daldirilmistir ve bir
gece 4°C’de bekletilmistir. Elektrot ylizeyine tutunamamis enzimlerin yiizeyden
uzaklastirilmasi i¢in gece sonunda elektrotlar distile su ile yikanmugtir. Elektrot,

aktivite Ol¢timlerine kadar 4°C’de saklanmustir.
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6. BULGULAR

6.1. NirB Geninin Klonlanmasi

6.1.1. NirB Geninin pGEM-T Vektoriine Klonlanmasi

nirB geni E.coli K12 hiicresinden izole edilen genomik DNA kullanilarak PCR
ile g¢ogaltmistir (Sekil 6.1), PCR iiriinleri jelden alinarak pGEM-T vektoriine
klonlanlanmis ve sonra E. coli kompetan hiicrelerine aktarilmistir. Bu hiicreler X-Gal,
IPTG ve amfisilin igeren LA besiyerleri lizerine yayilmistir (Sekil 6.2). Mavi ve beyaz
kolonilerin olusumu goézlemlenmis ve beyaz kolonilerden elde edilen plazmidler
uygun enzimlerle kesilerek dogru genler igerdikleri ispatlanmistir (Sekil 6.3). nirB
geni 2544 baz cifti (BC) biiyiikliigiindedir. Sekil 6.3’te pGEMTnB plazmidinin Nhel
ve Xhol enzimleri ile kesimi sonucu nirB gen insertinin ¢ikarildigin1 géstermektedir.
Bu gen parcast pET28a vektoriine klonlamak amaciyla jelden kesilerek ligasyonda

kullanilmastir.

Sekil 6.1: PCR ile NirB geninin ¢ogaltilmasi.
1) Marker, 3, 4, 5) NirB.
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Sekil 6.2: Mavi beyaz koloni olusumu.

nirB
2544BC

Sekil 6.3: pPGEMT vektoriine klonlamanin enzim kesimi ile dogrulanmas.
1) Marker, 2) pGEMT, 3) pPGEMTnB, 4) Nhel ve Xhol ile kesilmis pPGEMTnB.

6.1.2. NirB Geninin pET28a Vektoriine Klonlanmasi

PGEMT vektoriinden kesilen nirB geni ayni enzimlerle kesilip lineer hale

getirilmis pET28a vektort ile ligasyona tabi tutulmustur. nirB geni pET28a vektoriine
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klonlanmasi amaciyla pGEMT’den Nhel ve Xhol enzimleri ile kesilmistir. pET28a
vektorii de nirB geni ile ayni enzimlerle kesilip lineer hale gelmistir (Sekil 6.4). 2544
BC nirB geni jelden saflagtirilmis ve lineer hale getirilmis olan pET28a ile ligasyona
tabi tutulmustur. Ligasyonda plazmid:insert oran1 1:2 olacak sekilde kullanilmis ve
transformasyon E. coli TOP10 ve BL21 hiicrelerinde tekrarlanmistir. Transformant
hiicrelerden elde edilen plazmidler Sekil 7.5’te verilmistir. Birgok transformant elde
edilebilmistir ancak sadece 13 nolu kuyucuktaki plazmid beklenen boyuttadir.
Transformantlardan elde edilen plazmidlerle yapilan PCR sonucunda Sekil 6.5’te 13
nolu kuyucukta goriilen plazmid ile 2544 BC civarinda beklenen PCR {irlinii elde
edilebilmistir (Sekil 6.6). NirB geninin pET28a vektoriine klonlandigr ayrica Nhel ve

Xhol enzimleri ile kesilerek de ispatlanmistir (Sekil 6.7).

nirB
2544BC

Sekil 6.4: nirB geninin klonlanmasi i¢in vektorlerin kesilmesi.
1) Marker, 2) pET28 plazmid, 5) pET28 Nhel ile kesilmis lineer plazmid
(boyut kontrolii amaciyla yiiklenmistir), 8) pPGEMTnB Nhel ve Xhol enzimle ile
kesim 11) Marker, 12) Kesilmemis pET28, 13) pET28a Nhel ve Xhol enzimleri ile
kesim.
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Pet28nB

Sekil 6.5: pET28nB plazmid izolasyonu sonuglari.
1) Marker, 2) pGEMTnB plazmidi, 3) pPGEMTnB Nhel-Xhol ile kesim, 7-13)
olas1 pET28nB i¢eren transformantlardan elde edilen plazmidler (TOP10).

nirB

2544BC

Sekil 6.6: pET28nB PCR ile dogrulanmasi.
1) Marker, 2) pET28a, 3-8) nirB geninin klonlanmasinda elde edilen
transformantlardan alinan plazmidlerden (olas1 pET28nB) elde edilen PCR f{irtinleri.

nirB

2544BC

Sekil 6.7: nirB geninin pET28a vektoriine klonlanmasinin enzim kesimi ile
dogrulanmasi. 1) Marker, 2) pET28nB plazmidi, 3) pET28nB Nhel ile kesim, 4)
pET28nB Xhol ile kesim, 5) pET28nB Nhel-Xhol ile kesim.
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6.2. Protein Uretimi ve Saflastirma

nirB genini tasiyan rekombinant vektor pET28nB, gen ifadesi icin BL21
hiicrelerine aktarilmistir. Materyal ve metot boliimiinde anlatildigi gibi proteinler His-
tag afinite kolonunda saflastirilmistir. Protein konsantrasyonlart 160-190 pg/mL
arasinda ol¢lilmiistiir. Sitoplazmadan saflastirilan NirB proteini yogun olarak tetramer
seklinde saflagtirllmistir. Betamerkaptoetanol (BME) varliginda tetramer formlar
monomere doniistiiriilebilmektedir. Tetramer ve dimer NirB proteininin 500 mM BME
konsantrasyonunda tamamen monomer haline doniismesini saglamistir (Sekil 6.8).
NirB genini tasiyan pET28 plazmidi pET28nB ve bos pET28 plazmidi igeren E. coli
hiicrelerinde protein ifadesi karsilastirilmistir. Beklendigi gibi bos pET28 iceren
negatif kontrol hiicrelerinde herhangi bir protein saflastirilmamistir. Bu sonug genin

saglikli bir sekilde ifade edilebildigini gostermektedir.

Sekil 6.8: NirB proteininin saflastiriimasi ve monomerlestirilmesi.
1-3) BME varliginda monomer NirB proteini 4) NirB tetrameri (BME yok)
5) Marker.
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6.2.1. Farkl Besiyerlerinin Protein Ifadesine Etkisi

Protein iiretiminin artirilmasi amaciyla farkli besiyerleri denemis (2xYTA, TB,
SOC ve LB), en yiiksek iiretimin TB besiyerinde gerceklestigi goriilmiistiir (Sekil 6.9).

Diger tiim deneylerde hiicreler bu besiyerinde tiretilmislerdir.

Sekil 6.9: Farkli besiyerlerinin saflagtirmaya etkisi.

1) Marker 2) 2YTA besiyerinde biiyiitiilmiis pET28 proteini 3) 2YTA
besiyerinde biiyiitiilmiis NirB proteini 4) TB besiyerinde biiyiitiilmiis pET28 proteini
5) TB besiyerinde biiyiitiilmiis NirB proteini 6) LB besiyerinde biiylitiilmiis pET28
proteini 7) LB besiyerinde biiyiitiilmiis NirB proteini 8) Bos 9) SOC besiyerinde
biiyiitiilmiis pET28 proteini 9) SOC besiyerinde biiyiitiilmiis NirB proteini.

6.2.2. Saklama Kosullarinin Protein Ifadesine Etkisi

Sekil 6.10’da elusyon numaralar1 saflastirma basamaginda His kolonuna
baglanan proteinin elusyon tamponu ile kolondan indirilme siralamasini
gostermektedir. Ornegin birinci elusyondan sonra birinci elusyonla indirilmeyen
proteinler ikinci kere elusyon tamponundan gegirildiginde indirilebilmektedir. Bu
sekilde iiretilen NirB’nin saflastirilmasinda kayip en aza indirilmektedir (Sekil 7.11
A). lIk saflastirma ve aktivite takibi deneylerinde NirB proteininin bir hafta iginde
aktivitesini kaybettigi, monomer bandin kisa bir siire sonra tekrar tetramerlestigi fark
edilmistir. Sekil 18 B’ye bakildiginda -18 ve +4°C’de bekletilen NirB proteinlerinde
sicakligin  etkisi  goriilebilir.  -18°C’de  bir hafta bekletildiginde NirB

konsantrasyonunda 2 ve 3. elusyonlarda onemli bir degisiklik gézlemlenmemistir.

36



+4°C’de bekletilen NirB proteinlerinde ise 1 ve 2. elusyonlarin monomerlerindeki
bantlarda ciddi azalmalar gozlemlenmistir (Sekil 6.10 B). 3. elusyonda elde edilen
NirB protein monomer miktarinda azalma goriilmemistir. Baz1 yayinlarda NirB
proteininin okside olmasi, tetramer olusumunun sebebi olarak gosterilmektedir [49].
Monomer ve tetramer formlari ile yapilan aktivite deneylerinde NirB proteininin
aktivitesinin monomerlesme ile baglantili oldugu gdzlemlenmistir, protein
bekletildikce monomer formu kayboldugu ve buna bagli olarak da aktivitesinin
azaldig1 goriilmiistiir. Bu nedenle proteinin korunmasi ve monomer formda kalmasi
amactyla farkli kosullarda saklama ve ¢esitli koruyucu ajanlarin etkisi incelenmis en

etkili ajanin BME oldugu goriilmiistiir.

Sekil 6.10: NirB proteininin saflastirma ve saklama kosullarinin belirlenmesi.

A) 1) Marker 2) NirB 1.elusyon 3) NirB 2. Elusyon 4) NirB 3.elusyon, B) 1)

Marker 2) -18°C NirB 1.elusyon 3) -18°C NirB 2.elusyon 4) -18°C NirB 3.elusyon
6) 4°C NirB 1.elusyon 7) 4°C NirB 2.elusyon 8) 4°C NirB 3.elusyon.

6.3. NADH Varhginda Enzim Aktivitesi

NADH’in indirgenmesine bagli olarak absorbans diisiisii nitrit eklenmemis
ortamda da goriilmektedir (Sekil 6.11). Enzim ve nitrit varliginda NADH daha hizli
bir sekilde okside olurken nitrit olmadigi ortamda (kontrolde) NADH oksidasyonu
daha yavagtir. Ancak kontrolde goriilen bu diisiis her aktivite dl¢limiinde sabit bir

deger vermedigi i¢in aktivite kiyaslamalar1 saglikli bir sekilde gergeklestirilememistir.
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Sekil 6.11: NADH varliginda aktivitenin absorbansa dayal1 takibi.

6.3.1. NADH Varhginda pH’ 1 Aktiviteye Etkisi

pH’m NADH varliginda enzim aktivitesine olan etkisinin belirlenmesi amaciyla
pH 6.5, 7, 7.5 ve 8’de TE tamponu ile deneyler yapilmistir. Dort farkli pH ortaminda
yapilan aktivite 6l¢iimii sonuglarinda en fazla NADH oksidasyonu pH 7-7,5 civarinda
gerceklesmistir. Sekil’de verildigi tizere aktivite kiyaslamasi nitrit eklendikten sonra
NADH miktarindaki diisiise gére yapilmistir. Buna gore en yiiksek egim pH 7 ve 7.5’te
goriilmistiir (Sekil 6.12).

2 —@—pH: 6,5
1,8
1,6
1,4
1,2 pH: 8

pH: 7

pH: 7,5

0,8
0,6
0,4
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0 5 10 15 20 25 30
Zaman (dk)

Sekil 6.12: Farkli pH ortamlarinda absorbans takibi.
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6.4. Enzimin Aktivitesi ve Karakterizasyonu

Enzimin kinetik parametrelerinin  belirlenmesi ve standart egrisinin
olusturulmas1 amaciyla 0-30 mM nitrit konsantrasyon araliindaki farkl
konsantrasyonlarda aktivite Ol¢timleri yapilmistir. NADH ile yapilan aktivite
Ol¢timlerindeki kararsizliklardan dolay1 aktivite 6l¢imleri metil violojen ve NaxS>04
varhiginda Griess metodu kullanilarak nitritin  indirgenmesinin  takibi ile
gerceklestirilmistir. Aktivite dlgimleri 3 mM metil violojen, 16 mM Na>S>04 ve TE
tamponu olmak iizere toplam 250 uL hacimde hazirlanmis ve reaksiyon (karisimin
vorteklenmesi sonucu metil violojenin okside olmasi ile) durdurulmustur. Bu
deneylerde 250 uL hacimde 160 ng enzim (toplam protein) kullanilmigtir. Reaksiyon
kinetigi sonuglar1 Michaelis-Menten esitligine gore belirlenmis, Lineweaver-Burk
lineerlestirme metodu (Sekil 6.14 ve 6.15) kullanilarak nitrit rediiktaz aktivitesine ait
Km ve Vmax degerleri sirastyla 1.056 mM ve 0.293 pumol/mg-dk oldugu
belirlenmistir. Nitrit konsantrasyonlarint hesaplamak amaciyla olusturulan nitrit-

absorbans standart egrisi Sekil 6.13’te gosterilmektedir.
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Sekil 6.13: Griess metoduna gore Nitrit-Absorbans standardi.

Sekil 6.14’te substrat konsantrasyonunun hiza olan etkisi goriillmektedir. Nitrit
konsantrasyonu 30 mM’a kadar yiikseltildiginde reaksiyon hizinin substrat
konsantrasyonu ile dogru orantili olarak arttigi goriilmiistiir. Bu degerlere gore
baslangi¢ nitrit miktarina kiyasla nitrit konsantrasyonunda goriilen yiizde azalma

hesaplanmistir ve % nitrit giderimi olarak Tablo 6.1°de verilmistir. Yiizde nitrit
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gideriminin baslangi¢ nitrit konsantrasyonlar1 arttikga azaldigi goriilmiistiir ve
maksimum % nitrit giderimi 0.1-0.5 mM nitrit konsantrasyon araliginda elde edildigi

goriilmiistiir. NirB’nin reaksiyon kinetik parametrelerinin belirlenmesine ait gorsel ise
Sekil 6.15°de verilmistir.
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Sekil 6.14: Nitrit konsantrasyonunun reaksiyon hizina etkisi.

Tablo 6.1: Nitrit konsantrasyonunun etkisi.

NO2" Konsantrasyonu
01 05 1 5 30 50
% NO2 855 83.4 52.2 50.3 50.3 37.6
giderimi

40



0.30

0.25

0.20

0.15

1V

0.10

0.05

y =0.0236x - 0.0024
R?=0.9992

0.00

0 2 4 6 8 10 12

1/So
Sekil 6.15: NirB’nin reaksiyon kinetik parametrelerinin belirlenmesi.

6.4.1. Enzim Miktar1 ve Reaksiyon Siiresinin Aktiviteye Etkisi

SDS PAGE jellerinde NirB Nitrit rediiktaz proteininin tetramer olusturmaya
meyilli bir protein oldugu BPME ile muamele sonrasinda monomer yapiya kavustugu
goriilmiistiir. Enziminin aktivitesinin monomer olusumuna bagli oldugu, PME
varliginda enzimin monomerlestigi ve aktivitesinin daha yiiksek ¢iktigi goriilmiistiir.
BME etkisi iki farkli sekilde eklenerek arastirilmistir. ilk saflastimada enzimler
saflagtirildiktan bir hafta sonra son konsantrasyon 2 mM olacak sekilde BME
eklenmistir. Ikinci olarak betamerkaptoetanol enzimler saflastirildig giin (tetramere
donilismelerine izin vermeden) eklenmistir. Saflastirma ve betamerkaptoetanoliin
etkisini gosteren SDS PAGE jellerinden de goriilecegi gibi BME’nin enzimin aktivitesi
tizerinde 6nemli etkisi bulunmaktadir. Enzim saflastirildiktan sonra koruyucu bir ajan
olmaksizin saklandiginda aktivitesini kaybetmektedir. BME varliginda ise enzim bir
ay 4°C de kaldiginda aktivitesi bir miktar azalmasina ragmen aktivite gostermektedir.
Genel olarak enzim miktarinin nitrit giderimine olan etkisine bakildiginda diisiik
konsantrasyonda enzim kullanildiginda bile yiiksek oranda giderim saglanabildigi
goriilmektedir. BME’ilin enzim saflastirildigi anda eklenmesinin enzimin aktivitesinin
korunmasi agisindan 6nemli oldugu sdylenebilir. Optimum enzim miktarinin tespit
edilmesi amaciyla farkli miktarlarda NirB ile aktivite 6l¢iim deneyleri yapilmis ve

diisiik miktarda enzim ilave edildiginde bile yiiksek aktivite elde edilebildigi
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goriilmistiir. Saflagtirma sonucu elde edilen NirB enziminin protein igerigi Bradford
metodu ile belirlenerek 160 pg/mL olarak bulunmustur. Deneyde; 1, 5 ve 10 uL enzim
ile nitrit giderimleri Sl¢giilmiistiir. Kontroller, enzim ile ayn1 miktarda 2 mM BME
igeren tampon eklenerek yapilmistir. Nitrit konsantrasyonu 0.5 mM ve bekletme siiresi
20 dakikadir. Deney sonuglarina gore; enzim miktarinin arttirilmasi ile nitrit
gideriminde de artis meydana gelmistir. Elde edilen sonuglara gore 640 ng enzim
kullanilmast durumunda nitritin %91.5 giderildigi gozlenmis ve deneylere 640 ng

enzim ile devam edilmesine karar verilmistir (Tablo 6.2).

Tablo 6.2: Enzim miktariin aktivite tizerine etkisi.

Enzim Miktari NO2 Sp(zSI:IIIIZUa l:rt]IVIte
(ng/250 uL) giderimi % p’r‘otein_ d%
1 hafta sonra BME eklenmistir.
800 ng 64.0 4.214
3200 ng 78.6 1.293
8000 ng 84.1 0.553
Saflastirilan giin BME eklenmistir.
640 ng 91.5 8.518
3200 ng 95.4 1.775
6400 ng 97.2 0.904

6.4.2. Sicaklik, pH ve Reaksiyon Siiresinin Aktiviteye Etkisi

Reaksiyon siiresinin enzim aktivitesi lizerindeki etkisinin incelenmesi amaciyla
reaksiyon 5, 20 ve 45 dakikada durdurularak nitrit konsantrasyonu Sl¢iilmiistiir. 5
dakikalik reaksiyon sonunda nitrit giderimi %67.2 iken reaksiyon siiresi 45 dakikaya
¢ikarildiginda nitrit giderimi sadece %77.7’ye yiikselmistir. Bu sebeple reaksiyon
siresi kisaltilarak ¢alismalara devam edilmis ve diger tiim aktivite dlglimlerinde 5
dakikalik siire kullanilarak deneyler yapilmistir. Nitrit gideriminin zamana bagh

degisimi Tablo 6.3°te goriildiigl gibidir.
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Tablo 6.3: Zamana bagli enzim aktivitesi.

.. Aktivite (nmol/m % NO2
Siire (dk) prote?ﬁ.dk) * | giderimi
5 2,034 67.2
20 0.642 705
45 0.280 777

pH ve sicakligimin enzim aktivitesi {izerine etkisini belirlemek amaciyla pH 6,
6.5, 7, 7.5 ve 8’de TE tamponu ile 5 dakika reaksiyon gerceklestirilmis ve elde edilen
deneysel sonuglar Tablo 6.4 verilmistir. Enzimin aktivitesinin pH 7.5 te yiiksek oldugu

ve enzimin 37°C’de daha hizli galistigi goriilmistiir (Tablo 6.5).

Tablo 6.4: pH’1n enzim aktivitesi {izerine etkisi.

oH Indirgenen | Aktivite pmol NO2/mg
NO2 % protein.dk
6 82.5 0.515
6.5 84.2 0.526
7 84.1 0.526
7.5 89.6 0.560
8 72.9 0.455

Tablo 6.5: Sicakligin enzim aktivitesi iizerine etkisi.

Indirgenen | Aktivite pmol NO2/m
Sicaklik (°C) | ool orotein.dk )
16 74 0.461
25 80 0.501
37 92 0.574
45 81 0.507

6.4.3. iyonlarin Enzim Aktivitesine Etkisi

Tez kapsaminda ¢esitli anyon ve katyonlarin enzim aktivitesi lizerine etkileri
incelenmistir. Farkli iyon konsantrasyonlarinda gergeklestirilen enzimatik reaksiyon
sonucu tiikenen nitrit miktart kontrol (kontrol: iyonlar eklenmeden yapilan aktivite
Olctimii %100 kabul edilerek) ile kiyaslanarak Tablo 6.6’da verilmistir. Sodyum nitrat

ve sodyum formatin konsantrasyonu arttikca enzimin aktivitesinin distiigii, yiiksek
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konsantrasyonda amonyum siilfat ve sodyum asetatin enzim aktivitesi iizerine 6nemli
bir etkisi olmadig1 goriilmistiir. Bakir iyonunun 20 ve 100 mM konsantrasyonlarinda
(yiiksek konsantrasyonda bakirin o6lgiim yontemini etkilemesi sebebiyle) Ol¢lim

alinamamustir.

Tablo 6.6: Iyon ve metallerin enzim aktivitesi iizerine etkileri.

Kimyasal Relatif Aktivite (%) *
5mM 20mM 100mM

Sodyum Nitrat 83.7 64.6 55.4
Sodyum Format 92.9 45.0 50.0
Amonyum Siilfat 93.4 97.8 98.4
Sodyum Asetat 107.4 99.8 95.9
Kadmiyum 76.0 81.7 91.8
Magnezyum 86.0 82.9 92.6
Nikel 93.2 84.8 83.0
Kalsiyum 91.9 80.5 90.7

Bakar 104.1 K **

*Relatif aktivite degerleri kimyasal konsantrasyonu sifir oldugu durumda enzimin

%100 aktivite gosterdigi kabul edilerek hesaplanmastir.

**Ql¢iilemedi.

6.4.4. Saklama Kosullarinin Aktiviteye Etkisi

Saflagtirildiktan sonra 2 mM BME ile oda sicakliginda saklanan nitrit rediiktaz
enziminin aktivitesi belirli zaman araliginda Ol¢iilmiistiir. 7 giin sonra enzim
aktivitesinde %13, 14 giin sonra %27 ve 21 giin sonra ise %28 aktivite kaybi
gerceklesmistir. Tez kapsaminda enzim, 25 mM kadmiyum varhiginda oda
sicakliginda bekletilmis ve aktivitesi Slciilmiistir. Cd* iyonu iceren tamponda
bekletilen enzimin aktivitesi ayni siire ve kosullarda bekletilen enzim (kontrol) ile
kiyaslanmis ve Cd*? iyonunun enzimi koruyarak aktivite kaybimi engelledigi
goriilmiistiir. Cd*? iceren ve icermeyen (kontrol) tamponlarda dort giin oda
sicakliginda bekletilen enzimlerin sirasiyla %87 ve %77 oraninda nitrit giderimi

sagladiklar1 belirlenmistir.
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6.5. PGA/PPy/NirB Altin Elektrot ile Nitrit Ol¢iimii

Caligsma elektrotu olarak kullanilan altin elektrotunun kaplama islemi i¢in, PGA
¢ozeltisi igerisine 2 mM SDS ve 10 mM pirol ilave edilmis ve ¢ozelti karistirilarak
homojen hale getirilmistir. Daha sonra platin elektrot ve calisma elektrotu olarak
kullanilan altin elektrot materyal ve metot kisminda belirtildigi gibi temizlenip sonike
edildikten sonra Ag/AgCI referans elektrot ile hiicre icerisinde daldirilarak gerekli
elektriksel baglantilar saglanmigtir. 50 mV/s tarama hizinda, (-1)-(+1.5) V araliginda
voltaj ile 15 dongii halinde doniisiimlii voltametri yontemi ile elektropolimerizasyon
saglanmistir. Altin elektrotun PGA ve pirol ile kaplanmasina ait CV sekil 6.17°de
gosterilmistir. Elektropolimerizasyon isleminden sonra ¢alisma elektrotu desikatorde
kurutulmustur, %25°lik gluteraldehit icerisine daldirilmis ve 3 saat bekletilmistir. 3
saat sonunda elektrot 225 pL enzim igerisine daldirilmistir ve bir gece 4°C’de
bekletilmistir. Altin elektrodun kaplama 6ncesinde ve sonrasinda ¢ekilen goriintiisii
sekil 6.16’de verilmistir. Kaplama esnasinda alinan altin elektroda ait CV ise sekil

6.17°de verilmistir.

Sekil 6.16: Altin elektrotun; a) kaplama oncesi b) kaplama sonras1 goriintiisii.
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Sekil 6.17: Altin elektrotun kaplamasina ait CV.

Kaplama islemi tamamlandiktan sonra 3’li elektrot sisteminde Olgiimler
gerceklestirilmistir. Toplam 16 mL hacimde TE igerisinde sirasiyla; 16 mM Na2S20s,
3 mM MV ve 2 mM nitrit eklenerek yapilmistir. Sekil 6.18’da kaplanan elektrodun

nitritli ve nitritsiz ortamlarda alinan CV 6rnekleri goziikmektedir.
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Sekil 6.18: NO2’siz(kirmizi), 2mM NO: ilaveli (mavi) (scan rate: 10mV/s).

Diger bir elektrot; 50 mV/s tarama hizinda, (-1)-(+1.5) V araliginda voltaj ile 10
dongii halinde CV yontemi ile kaplanmistir. Altin elektrotun PGA ve pirol ile

kaplanmasina ait CV sekil 6.19°de gosterilmistir. Kaplama isleminden sonra ¢aligsma
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elektrotu %25°1ik gluteraldehit icerisinde 3 saat bekletilmistir. Sonrasinda iizerine 20

uL enzim damlatilmistir ve bir gece bekletilmistir.
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Sekil 6.19: Altin elektrotun PGA ve pirol ile kaplanmasina ait CV.

10 dongii halinde kaplanan elektrot ile dlgiimler alinmustir. Olgiimler; 3’lii
elektrot sisteminde ve toplam 16 mL hacimde 0.05M PBS igerisine sirasiyla; 16 mM
Na2S204, 3mM MV ve 1 mM NO: eklenerek yapilmistir. Nitrit ilave edilmeden 6nceki
CV sekil 6.20 ve nitrit ilavesinden sonra zamana bagli olarak alinan CV 6rnekleri sekil

6.21°de verildigi gibidir.
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Sekil 6.20: Nitrit ilave edilmeden dnce CV (scan rate = 10mV/s).
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Sekil 6.21: 1 mM NOz eklendikten 15 dk sonra(kirmizi), 30 dk sonra(mavi), 1
saat sonra (kahverengi) CV goriintiileri (scan rate = 10mV/s).

Altin elektrodun farkli nitrit konsantrasyonlari altinda alinan CV goriintiileri
sekil 6.22’te verilmistir. Sekilde gorildigii lizere nitrit konsantrasyonu arttikga
biyosensorden alinan sinyalde artmistir. En yiiksek sinyal 3.5mM nitrit varliginda

10pA olarak Slgiilmiistiir.
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Sekil 6.22: Artan nitrit konsantrasyonlari (Kirmizi: 0.5mM — Yesil: 3.5mM).
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7. TARTISMA VE SONUC

Nitrit; yaygin bir kullanim alani olan, insan ve gevre saglig1 i¢in risk olusturan
toksik bir bilesiktir. Bu nedenle igme suyu ve gida maddelerinde miktari
sinirlandirilmistir ve tespiti dnem arz etmektedir. Diinya Saglik Orgiitii igme suyunda
nitriti bir litre i¢in maksimum 3 mg olacak sekilde, Cevre Koruma Ajansi ise igme
suyundaki smir degeri 1 mg/L seklinde belirlemistir [66], [67]. Nitrit labaratuvar
ortaminda farkli analitik yontemler ile 6lgiilebilmektedir ancak bu yontemler karmasik
Olclim prosediirlerine sahip olmalari, hassiyet ve seciciliklerinin diisiik olmasi ve
6l¢lim siirelerinin uzun olmasi gibi bazi yetersizliklere sahip olabilmektedirler [68].
Bu nedenle yeni o6l¢im metodlar1 gelistirilmeye c¢alisilmaktadir. Biyosensor
teknolojisi, c¢esitli alanlardaki gelismeler dogrultusunda ¢ok hizli bir sekilde
ilerlemektedir. Son yillarda 6zellikle ¢evresel izleme teknikleri igerisinde sik¢a tercih
edilmektedir. Biyosensorler, diger tayin yontemlerinini eksikliklerini tamamlamakta
ayni zamanda yiiksek spesifik ve hassasiyet ile sonuglar vermeleri, dl¢iim alma
stiresinin ¢ok kisa olmasi, tekrar kullanilabilirlikleri, nispeten uygun maliyeti ve kolay
kullanimi biyosensorlerin tercih sebeplerini olusturmakta ayni zamanda onlar1 gelecek
vaat eden sistemler haline getirmektedir. Biyosensorler enzimler, hiicreler,
mikroorganizmalar, kimyasal reseptorler ve immunolojik ajanlar gibi biyolojik
sistemlerin fiziksel 6l¢iim cihazlari ile bir araya getirilmesi sonucu ortaya ¢ikmiglardir.
Biyosensorlerin  6l¢iim kapasitesi, giivenilirligi ve o6zellikleri ¢alisma elektrodu
materyaline, Ol¢liim sistemine ve biyoajanin Ozelliklerine baglidir. Biyosensoriin
giivenilirligini belirleyen en dnemli parametler tespit limiti, seciciligi ve hassasiyetidir.
Bu parametrelerin iyilestirilmesinde 6l¢iim i¢in kullanilan fiziksel ekipmanlarin yam
sira Ol¢limiin dayandig reaksiyonda gorev alan biyolojik ajanlar da énemli rol oynar.
Bu nedenle biyosensor tiretiminde kullanilabilecek etkili bir biyoajanin kesfi biiytik
onem arz etmektedir. Nitrite spesifik olmayan proteinlerle gelistirilen biyosensorlerin
secicilik problemi olmasindan dolay1 gercek sistemlerde dogru sonuglar vermeme riski
bulunmaktadir. Bu nedenle enzimler gibi analite spesifik biyoajanlarin kullanimi 6n
plana ¢ikmaktadir. Enzimler kimyasal donilisimlerin modelini  belirleyen
molekiillerdir ve biyolojik sistemlerin katalizorleridir. Enzimler, biyosensorlerde en
yaygin kullanilan biyoajanlardir. Tez kapsaminda biyosensdrde biyoajan olarak

kullanilacak olan nitrit rediiktaz enzimi E. coli’den ilk kez bu tez kapsaminda
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klonlanip iiretilmis ve aktivitesi belirlenmistir. Literatiirde enzimi kodlayan genin
herhangi bir vektore klonlanarak saflastirildigi bir ¢alismaya rastlanmamistir. NirB
enzimi ile yapilan eski c¢alismalarda bu enzim, hiicrelerden saflastirilarak
kullanilmustir. E. coli farkli nitrit rediiktaz enzimlerine sahiptir. Tez kapsaminda
tiretilecek olan nitrit rediiktaz enzimi NADH bagimli bir enzimdir. nirB geni tarafindan
kodlanan s6z konusu nitrit rediiktaz enzimi ayrica nirD geni tarafindan kodlanan bir
alt Unite ile bir arada c¢alismaktadir [69]. NirBD okaryot, bakteri ve Arkea’larda
bulunan ve yliklii substratinin hiicre zarindan gegerek hiicreye tasinimindan sorumlu
bir transport sistemine bagimli bir enzimdir. Bu tasima islemi FNT ailesinin bir iiyesi
olan NirC proteini tarafindan gerceklestirilir [70].

E. coli’de ve baz1 denitrifikasyon bakterilerinde yapilan arastirmalarla nitritin
indirgenmesinde gorevli operon bir miktar aydinlatilmistir. Nitrit rediiktaz enzimi
aktif olabilmek igin ¢esitli altiinitelerinin aktivitesine ihtiya¢ duymaktadir. E. coli’de
NADH bagimli nitrit indirgeme aktivitesi NirB ve NirD firiinlerinin varliginda
gerceklesir. E. coli farkli kosullarda iki farkli nitrit rediiktaza sahiptir. Bunlardan
NADH bagimli nitrit rediiktaz sitoplazmada bulunur, Nrf ise periplazmada yer alir
[71]. Ortamdaki nitrat konsantrasyonu enzimlere ait genlerin ifadelerini yani
enzimlerin Uretimlerini etkiler. Diisiik nitrat ortaminda bes adet demir igeren
(pentaheme) NrfA nitrit rediiktaz tretilir. Yiiksek nitrat ortaminda ise sadece
NADH’ya bagiml nitrit rediiktaz (NirB) iretilir. Orta diizey nitrat varliginda ikisi
birden iretilir. Her iki enzimin iiretimini nitrit de tetikler ancak nitrat kadar etkili
degildir. NirB tarafindan kodlanan NADH bagimli nitrit rediiktaz sitoplazmada
bulunur ve bir proton gradienti olusturmaz. NirB’nin metabolik roliiniin nitriti
detoksifiye etmek oldugu diistiniilmektedir. NirB alt1 elektron indirgenmesi ile nitritin
amonyaga doniisiimiinii katalizler. Nitrit rediiktazin ek grubu olarak FAD, demir siilfiir
yi1gin1 ve siroheme gruplarini igerir [72], [73].

Bu tez ¢alismasi kapsaminda ilk olarak nirB geni E.coli K12 hiicresinden izole
edilen genomik DNA kullanilarak PCR ile ¢ogaltmistir, PCR firlinleri jelden ayrilarak
PGEM-T ara klonlama vektoriine klonlanmistir. nirB geni, pET28a vektoriine
klonlanmasi amaciyla pGEMT vektoriinden Nhel ve Xhol enzimleri ile kesilmistir.
pGEMT vektoriinden kesilen nirB geni ayn1 enzimlerle kesilip lineer hale getirilmis
pET28 vektorii ile birlestirilmistir. pET28 ¢ift enzimle kesilmesi sonucu elde edilen
lineer pET28 ve nirB geni jelden saflastirilmis ve ligasyona tabi tutulmustur.

Transformasyon E. Coli TOP10 hiicresinde gergeklesmistir, daha sonra protein iiretimi
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i¢cin E. Coli BL21 kompetan hiicresine alinmistir. Gen ifadesi igin BL21 hiicrelerine
aktarilan nirB genini tasiyan rekombinant vektor (pET28nB) proteinleri ekstrakt
edilmis ve NirB sitoplazma proteini oldugu icin direk olarak hiicre lizatindan His-tag
afinite kolonu ile saflastirilabilmistir. Saflastirilan protein ile MV ve NaxS;04
varliginda nitrit giderimi iizerinden Griess metodu ile aktivite dlglimleri yapilmistir.
Enzimin en yliksek aktivite ile ¢alistig1 durumlar ve saklama kosullar1 belirlenmistir.
Bu sonuglara gore enzim pH 7.5 ve 37°C’de 5 dakikalik reaksiyon siiresi ile en yiiksek
aktiviteyi gostermekte ve 4°C’de, saflastirildigi giin tetramere doniismesine izin
vermeden BME eklenip saklandiginda aktivitesini daha uzun siire korudugu tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda enzim 25 mM kadmiyum varhginda saklandiginda, Cd*?
iyonunun enzimi koruyarak aktivite kaybini engelledigi goriilmiistiir. Sodyum nitrat
ve sodyum format gibi iyonlarin artan konsantrasyonlari ise enzimin aktivitesini
distirmektedir.

E. coli K12 NirB enzimi daha 6nce Jackson ve arkadaslar1 (1981) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada kismi olarak saflastirilmis ve karakterizasyonu belirlenmistir.
Calismada NADH bagiml nitrit rediiktazin demir ve siilfiir icerikli yapilar (FeS)
tagidigindan bahsedilmistir. Bu ¢alismada ve diger nitrit rediiktaz aktivite dl¢limlerine
iligkin ¢alismalarda, enzim aktivitesi dl¢glimlerinde NADH veya MV gibi elektron
alicilart kullanilmigtir. Ancak enzimin FeS yapisi icermesinden dolayr herhangi bir
elektron alicist olmadan da ¢aligma potansiyeli oldugu tespit edilmistir [73].

Optimum kosullar altinda elde edilen nitrit rediiktaz enzimi, PGA ve pirol
tizerine ¢apraz baglanarak altin elektot tizerine immobilize edilmis ve amperometrik
bir nitrit biyosensorii hazirlanmigtir. Amperometrik biyosensorler, konsantrasyona
bagimhi akimi biyolojik olarak aktif materyalle kapli elektrokimyasal elektrot
aracilifiyla Olgerler. Tez kapsaminda olusturulan amperometrik biyosensorde {iiglii
elektrot sistemi kullanilmistir. Bu ¢l elektrot sistemi; tizerine enzim immobilize
edilen altin ¢alisma elektrodu, platin karsit elektrot ve Ag/AgCI bir referans elektrottan
olusmaktadir. Farkli nitrit konsantrasyonlarinda alinan 6lgiimlerde en yiiksek sinyal
3.5mM nitrit varliginda 10pA olarak o6lgiilmiistiir. Biyosensdr optimizasyon

caligmalar Tiiredi (2023) tezi kapsaminda yapilan deneyler ile belirlenmistir [74].
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