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OZET

TEZ KONU BASLIGI: ALKOL DEHIDROGENAZ
BAGLI MANYETIK NANOPARTIKULLERIN KiRAL
ALKOL URETIMINDE KULLANILMAK UZERE
GELISTIRILMESI

YAZAR ADI: BETUL GENC

Ozgiin zellikleri ve biyomolekiillerle ayni1 boyutta olma durumlar gibi cesitli
ozelliklerinden dolay1 nanopartikiillere ilgi giin gectikce artmaktadir. Bu 6zelliklerle
birlikte manyetik nanopartikiiller nanokatalizor olarak enzim-nanopartikiil konjuge

sistemi olarak hazirlanabilmektedir.

Bu calismada hem katekol grubu ile modifiye hem de modifiye olmamis
manyetik demir oksit nanopartikiilleri sentezlenmistir. Siiperparamanyetik 6zellikte

olduklar1 belirlenmis ve cesitli metotlarla ylizey karakterizasyonlar1 yapilmistir.

Biyokatalizor olarak kullanilacak alkol dehidrogenaz enzimi mezofilik olan
Staphylococcus saprophyticus bakterisinden pET14b vektor sistemine klonlanmustir.
Tahmini alkol dehidrogenaz genini tasiyan pET14b plazmidi E. Coli BL21(DE3)
ekspresyon kompetent hiicrelerine aktarilmistir. Hem IPTG indiiksiyonu ile hem de
oto-indiiksiyon besiyerinde eksprese edilen alkol dehidrogenaz enzimi inkliizyon
cisimcigi olarak elde edilmistir. in vivo dogru katlanma veya in vitro tekrar katlanma
calismalar1 sonucu alkol dehidrogenaz enzimi saf olarak elde edilmis ancak aktif
formda elde edilememistir. Bu proteinle ilgili ¢alismalar devam etmektedir. Bu
nedenle c¢alismalarda Bacillus thuringiensis kaynakli alkol dehidrogenaz enzimi

kullanilmastir.

Immobilizasyon sisteminin ekonomik olmasmi saglamak igin kofaktdr
rejenerasyonunda Candida methylica kaynakli format dehidrogenaz kullanilmis ve

tiim immobilizasyon sistemleri bu enzim ile optimize edilmistir.



Manyetik nanopartikiillere OXDC ve cmFDH koimmobilizasyonu basar1 ile
gerceklestirilmistir. Kiral alkol iiretiminde kullanilmak {izere dizan edilen alkol
dehidrogenaz ve format dehidrogenaz birlikte immobilizasyon caligmalari

gelistirilmektedir.
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SUMMARY

TITLE OF THESIS: DEVELOPMENT OF ALCOHOL
DEHYDROGENASE CONJUGATED MAGNETIC
NANOPARTICLES FOR PRODUCTION OF CHIRAL
ALCOHOL

AUTHOR NAME: BETUL GENC

Nanomaterials have atracted great interest because of specific properties such
as magnetic behavior and conductivity and various attributes, including the similar
size of biomolecules. Nanoparticles have designed enzyme-nanoparticles conjugate
system as nanocatalyst with this properties.

In this study, both catechol modified and unmodified magnetic iron oxide
nanoparticles were synthesized and surface characterizations were analyzed with

various methods.

Alcohol dehydrogenase as biocatalyst was cloned into pET14b vector system
from Staphylococcus saprophyticus. pET14b vector containing putative alcohol
dehydrogenase gene was transformed into E.Coli BL21(DE3) expression competent
cells. Alcohol dehydrogenase was expressed as inclusion bodies with IPTG induction
and in auto-induction medium. Alcohol dehydrogenase enzyme was purified as pure
but not in active form with in vivo and in vitro refolding applications. Therefore

alcohol dehydrogenase from Bacillus thuringiensis was used in this study.

Formate dehydrogenase from Candida methylica was used for cofactor
regeneration that makes immobilization system economic and all systems were

optimized with formate dehydrogenase.

Oxalate decarboxylase and formate dehydrogenase coimmobilization was
carried out successfully. Alcohol dehydrogenase and formate dehydrogenase

coimmobilization have been developed for chiral alcohol synthesis.
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BOLUM 1
GIRIS VE TEZIN AMACI

Diinyada hersey icin, medeniyet i¢in, hayat icin, basart igin, en hakiki miirsit
bilimdir, fendir.

Mustafa Kemal ATATURK
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1. GIRIS VE TEZIN AMACI

Nanoteknoloji ve biyoteknoloji 1990’larda bagimsiz olarak ¢esitli
uygulamalarda kullanilmistir. Zaman gegtikge bu iki teknoloji arasindaki sinerjik
etkilesimler yeni avantajlar saglamistir. Bu gelismelere 6rnek ‘“Nanobiyokatalizdir.
Nanobiyokatalizin ilk donemlerinde enzimler adsorpsiyon veya kovalent baglanma
ile cesitli nanoboyuttaki materyallere immobilize edilmistir. Oldukc¢a genis ylizey
alanina sahip nanoyapili materyallere daha fazla enzim baglanmis ve klasik
matrikslere immobilize enzimlere nazaran enzim aktivitesinde artis gézlenmistir
(Kim, Grate et al. 2008).

lletkenlik veya miknatislanma gibi dzellikleri ile homojen boyut dagilimi ve
enzimlerle benzer boyuta sahip olmalari nanopartikiillerin enzim teknolojisinde
bircok alanda kullanilmasii saglamistir. Bu 0Ozellikler, nanobiyokatalitik
sistemlerdeki enzimin kararliligina ve yiiksek aktiviteye sahip enzim eldesine olanak
saglar. Boylece teknik ve ekonomik sonuglar i¢in enzimlerin katalizledigi kimyasal
islemlerde uzun siire kullanilabilen veya aralikli kullanilabilen biyokatalizorler elde

edilmis olur.

Nanobiyokatalitik sistemler ticari degeri yiiksek kimyasallarin sentezi igin
gelistirilmelidir. Ornek olarak endiistride optik bilesiklerin hazirlanmasinda yaygin
olarak kullanilan katalitik asimetrik indirgenme reaksiyon verilebilir (Jacobsen 1999;
Knowles 2002; Noyori 2002). Ketonlarin asimetrik indirgenmesi sonucu olusan kiral
alkoller, yap1 ozelliklerinden dolay1 farmasotik ve tarim kimyasallar1 gibi 6nemli
bilesiklerin sentezinde kullanilirlar (DJ 1999; Liese A 2000). Giiniimiizde ilag
sentezinin yaklasik %10’u biyokatalizérler kullanilarak gergeklestirilir. Ciinkii
biyokatalizérleri kimyasal katalizérlerden ayiran ozelliklerin basinda segicilik,
reaksiyon giivenligi ve dogal olmalar1 gelmektedir. Enzimin substratina olan

seciciliginden dolay1 ¢ok yliksek enantiyo- ve kemosegicilik saglanr.

Cevre dostu reaksiyonlar1 ve immobilizasyon teknigi ile kararli olabilmelerine

ragmen oksidorediiktaz sinifi enzimler pahali kofaktor molekiillerine (NAD(P)H)
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ihtiya¢ duyarlar. Kofaktor molekiillerinin, cogu kez sentezlenmek istenilen iirtinden
daha maliyetli olmasi, oksidorediiktazlarin uygulamalarint sinirlandirabilmektedir.
Bu sorunun agilmasina yonelik olarak ¢esitli stratejiler gelistirilmistir. En 6nemli
strateji, kofaktoriin ortamda rejenerasyona tabi tutulmasidir. Bu amaca yonelik
olarak, kofaktdér miihendisligi ¢alismalar1 (fotokimyasal, elektrokimyasal, kofaktor
immobilizasyonu) olmakla birlikte, en avantajli ve tercih edileni, enzimatik kofaktor

rejenerasyon yontemidir.

Bu tezin amaci ticari degeri yiiksek kiral alkol iiretimine yonelik ikili enzim
sistemlerinin  gelistirilmesidir. Kiral alkol sentezini gergeklestirecek alkol
dehidrogenaz  enzimi  mezofilik  mikroorganizma  olan  Staphylococcus
saprophyticus ’dan  klonlanacaktir. Rekombinant sistemleri gelistirilecek ve

karakterizasyonuna yonelik aragtirmalar yapilacaktir.

Endiistriyel kullanimini kolaylastirmak ve aktif bir sekilde sirali kullanimin
saglamak icin immobilizasyon teknigi kullanilacaktir. Immobilizasyon matriksi
olarak kullanilmak iizere manyetik nanopartikiil sentezlenecektir. Manyetik
nanopartikiillerin kararliliginin az olmasi sebebiyle yiizey modifikasyonu yapilacak
ve enzimler kovalent olarak matrikse baglanacaktir. Kofaktér bagimli S.
saprophyticus ’dan klonlanacak alkol dehidrogenaz enzimi i¢in ekonomik bir
nanobiyokataliz sisteminde kofaktor rejenerasyonu gereklidir. Bu sebeple Candida
methilica kaynakli format dehidrogenaz kofaktor rejenerasyonu igin ikinci enzim
olarak kullanilacaktir. Her iki enzimin uygun sitokiyometride hazirlanmasi sonucu
elde edilecek olan immobilizasyon sistemiyle enzim kararliginin arttirilmasi ve uzun

suren aktivite eldesi hedeflenmektedir.
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BOLUM 2

LITERATUR TARAMASI

Az sey bilirsek bir seyin dogruluguna emin olabiliriz, bilgi artinca kugku da artar.

Goethe
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2. LITERATUR TARAMASI

2.1. Nanopartikiiller ve Kullanim Alanlar

Nanomateryaller, 6zel boyut, elektronik, optik, manyetik ve katalitik 6zellikleri
dolayisiyla bilgi saklama, biyomedisin, biyolojik isaretleme, elektrokataliz gibi farkli
alanlarda kullanilir. Nanomateryallerin biyoteknolojide kullanimi, materyal bilimi ile
biyolojiyi birlestirmektedir. Nanopartikiiller tedavi edici uygulamalarda 6zgiin
Ozellikler sunarak Ozellikle kullanish bir platform saglamaktadir (Gao, Cui et al.
2004). Nanopartikiillerin biyoloji ve tipta uygulama alanlar1 asagidaki gibi
siralanabilir (Salata 2004);

. Floresan biyolojik etiketleme

. Ilag ve gen iletimi

. Patojen belirleme

. DNA probu gelistirilmesi

. Doku miihendisligi

. Hipertermi

. Biyolojik molekiil ve hiicre ayrilmasi, saflastirilmasi
. MRI kontrast gelistirilmesi

. Fagokinetik ¢calismalar

Ozgiin 6zellikleri ve protein ve poliniikleik asitler gibi biyomolekiillerle yakin
boyutta olma durumlari gibi ¢esitli 6zelliklerinden dolayr nanopartikiillere olan ilgi
giin gectikge artmaktadir (Salata 2004). Proteinlerle benzer boyutta olmalar
nanopartikiilleri biyoetiketleme i¢in uygun kilar. Ancak boyut nanopartikiillerin
birgok 6zelliginden sadece bir tanesidir. Biyolojik hedef ile etkilesmesi i¢in biyolojik
veya molekiiler kaplama veya biyoinorganik araylizey nanopartikiile uygulanmalidir.
Biyolojik kaplama antikorlari, kollajen gibi biyopolimerleri veya biyouygun kilacak
tek katmanli molekiilleri icerebilir. Ek olarak nanopartikiiller floresan ve manyetik
davraniglar1 gibi kullanisli ozellikleri saglayan metal ve yari iletken cekirdek

materyali ile bigimlendirilebilir (Ferrari 2005). Cizelge 2.1°de uygun o6zellikleriyle
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baz1 bilinen ¢ekirdek materyalleri, ylizey modifikasyonunda kullanilan ligantlar1 ve

uygulamalari verilmistir.

Cizelge 2.1. Metal ve yari-iletken ¢ekirdek materyalleri.

Cekirdek " .
Materyali Ozellikleri Ligant (lar) Uygulamalar
AU Optik absorpsiyon, floresan ve | Tiyol, fosfin, disiilfit, amin Biyomolekiil tanima
floresan s6niim, stabilite
Ag Yiizey-artan floresan Tiyol Algilayici
Pt Katalitik Tiyol, amin, izosiyanid Biyokatalizor, algilayici
CdSe Isima, foto-stabilite Tiyol, fosfin, piridin Goriintiileme, algilayici
Fe0s Manyetik Diol, dopamin tiirevleri, amin MR gorintiileme,  biyomolekiil
saflastirma
SiO, Biyouyumluluk Alkoksisilan Yiizey kaplama ile biyouyum

2.2. Manyetik Nanopartikiil Hakkinda Genel Bilgi

Nanopartikiiller metalik, yar1 iletken ve polimerik olmak {izere materyal
cesidine gore smiflandirilabilir. Metalik olan manyetik nanopartikiiller kuvvetli
miknatislanabilen materyallerden meydana gelir (I1to, Shinkai et al. 2005; Tanaka, Ito
et al. 2005). Bu materyaller demir, nikel, kobalt ve manyetik metallerin karisimindan

olusan alasimlari igerir.

Nanoboyuttaki manyetik nanopartikiiller biyomedikal uygulamalarda birgok
avantaja sahiptir. Oncelikle istenilen ¢alismaya uyum saglayabilmesi icin
boyutlarmin optimizasyonu yapilabilir ve dzellikleri kolayca kontrol edilebilir. Ikinci
olarak nanopartikiiller dig manyetik alan uygulamasi ile hareket edebilirler. Manyetik
nanopartikiiller genellikle ayirma, saflagtirma ve farkli biyomolekiillerin konsantre
edilmesinde kullanilir. Antikor ve oligoniikleotid proplar manyetik nanopartikiil
yiizeyine immobilize edilebilir. Hedef molekiiller boylece ya yiizeye baglanir ya da
cozelti i¢inde yakalanir. Manyetik alan uygulamasiyla bu partikiiller etkilesir, sadece
bir bolgeye toplanir ve c¢ozeltiden ayrilir. Biyolojik calismalarda bu manyetik
nanopartikiillerin ya da mikrokiireciklerin uygulamalari mevcuttur. Bu ¢alismalar (1)

in vivo progenitdr hiicrelerin izlenmesi ve geri kazanilmasini (Lewin, Carlesso et al.
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2000); (2) antijenlerin belirlenmesini (Perrin, Theretz et al. 1999); (3) nanokatalizér
olarak enzim-nanopartikiil konjuge sisteminin hazirlanmasin1 (Yang, Zhang et al.
2004); (4) su oOrneklerinden bakterilerin ayrilmasimi (Ho, Tsai et al. 2004); (5)
bakteriyel kiiltiirden yiiksek verimle ultra saf plazmid DNA saflagtirilmasini igerir

(Chiang, Sung et al. 2005).

Son yillarda manyetik nanopartikiiller, manyetik depolama ortami (Sun,
Murray et al. 2000), biyosensor uygulamalar: (Miller, Prinz et al. 2002), hedefli ilag
iletimi (Chourpa, Douziech-Eyrolles et al. 2005; Jain, Morales et al. 2005) gibi tibbi
uygulamalar, manyetik rezonans goriintiileme (MRI) i¢in kontrast ajanlar1 (Babes,
Denizot et al. 1999; Burtea, Laurent et al. 2005; Modo, Hoehn et al. 2005; Sonvico,
Mornet et al. 2005; Boutry, Laurent et al. 2006; Bulte 2006; Corot, Robert et al.
2006; Modo and Bulte 2007) ve jet yazict manyetik miirekkep tiretimini (Charles and
Popplewell 1982) igeren bircok teknolojik uygulamalar igin gelistirilmistir.
Nanopartikiillerin 6zellikleri en ¢ok boyutuna bagl oldugu i¢in boyutlarinin kontrolii
cok oOnemlidir. Manyetik sivi  (ferrofluid) ozelliklerinin  anlagilmast  ve
uygulamalarinin  yenisinin gelistirilmesi veya var olanin iyilestirilmesi igin

stirfaktanlarin kontrolii, partikiil boyutu, maddeler ve fiziksel davranislart 6nemlidir.

Uygun yiizey kimyas1 ile siiperparamanyetik demir oksit nanopartikiiller MRI
kontrast artis1, doku onarimi, immiinoassay, biyolojik sivilarin detoksifikasyonu,
hipertermi, ilag iletimi ve hiicre ayrimi gibi ¢esitli in vivo ¢alismalarda kullanilabilir
(Gupta and Gupta 2005). Tiim bu biyomedikal uygulamalarda 100nm’den kiigiik ve
siirli partikiil boyut dagilimina sahip nanopartikiiller gereklidir. Ayrica hedefli
iletime izin verebilecek toksik olmayan ve biyouyumlu 6zel yilizey modifikasyonlari
gereklidir. Manyetik nanopartikiiller ilag, enzim, protein, antikor ve niikleotidlere
baglanabilir ve manyetik alan wuygulanarak organ, doku veya tiimdrlere

yonlendirilebilir (Chastellain, Petri et al. 2004).
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2.3. Manyetik Nanopartikiil Sentezi

Cok sayida kimyasal metot manyetik nanopartikiil sentezi i¢in kullanilmistr.
Bu metotlar; mikroemiilsiyon (Chin and Yaacob 2007), sol-jel sentezi (Albornoz and
Jacobo 2006), sonokimyasal reaksiyonlar (Hee Kim, Sook Lee et al. 2005),
hidrotermal reaksiyonlar (Wan, Chen et al. 2005), 6ncii maddelerin hidroliz ve
termolizi (Kimata, Nakagawa et al. 2003), akis enjeksiyon sentezi (Salazar-Alvarez,
Muhammed et al. 2006) ve elektrosprey’dir (Basak, Chen et al. 2007).

Stiperparamanyetik nanopartikiillerin sentezi koloidal yapilarindan dolay1
kompleks bir islemdir (Sophie Laurent 2008). Ilk dikkat edilmesi gereken uygun
boyutta manyetik taneciklerden olusan bir populasyon elde etmektir. Ikinci kritik
nokta ise ultrasantrifiij, jel filtrasyon kromatografisi, manyetik filtrasyon veya akis
alan gradiyenti gibi kompleks saflagtirma basamaklar1 olmaksizin tekrar
uygulanabilir proses se¢mektir. Magnetit nanopartikiil {iretiminde en yaygin
kullanilan metot ise demir tuzlarini birlikte ¢oktiirme teknigidir (Lee, Jeong et al.
2004; Sun, Ma et al. 2004; Morrison, Cahill et al. 2005; Qiu, Yang et al. 2005;
Martinez-Mera, Espinosa-Pesqueira et al. 2007).

2.3.1. Birlikte Coktiirme ile Klasik Sentez

Birlikte ¢oktiirme teknigi manyetik partikiil elde etmek i¢in en kolay ve en
verimli kimyasal yoldur. Demir oksitler (hem Fe3O4 hem de y-Fe,05) genellikle sulu
ortamda Fe™ ve Fe*? tuzlarinin sitokiyometrik karigimi ile hazirlanir. Magnetit

(Fe304) olusum kimyasal reaksiyonu Esitlik 2.1°deki gibidir.

Fe? + 2Fe” + 80H —> Fe,0, + 4H,0 (2.1)

Bu reaksiyonun termodinagine gore oksijensiz ortamda 2:1 (Fe+3/Fe+2)

sitokiyometrik oranla Fe3O; nanopartikiillerin tamamimin ¢6kmesi pH 8-14
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araliginda beklenmektedir (Jolivet, Chaneac et al. 2004). Ancak FesO, kararl
degildir ve oksijene karsi duyarlidir. Fe3O4 oksijen varliginda maghemite (y-Fe;03)

doniisiir.

Fe,0, + 2H" ——> ¢yFe,0, + Fe” + H,0 (2.2)

Hava ile oksidasyon y-Fe,O3 doniisiimii i¢in tek yol degildir. Esitlik 2.2’ ye gére
siispansiyonun pH degerine bagli olarak c¢esitli elektron veya iyon transferleri
miimkiindiir. Asidik ve anaerobik sartlar altinda, yiizey Fe*? iyonlar1 ¢ozeltide hekza-

su kompleksleri gibi desorbe edilebilir (Sophie Laurent 2008).

Nanopartikiillerin boyut ve yapisi pH, iyonik kuvvet ve sicakliga, tuzlarin
varligia (perklorat, klorid, siilfat ve nitratlar) veya Fe*®/Fe*? konsantrasyon oranmna
baghdir. Magnetit sentezi sirasinda selatlayic1 organik anyonlarin (sitrik, glukonik
veya oleik asit gibi a-hidroksi karboksilat veya karboksilat iyonlar1) veya polimer
yiizey kompleksleyici ajanlarin  (dekstran, karboksidekstran, nisasta veya
polivinilalkol) ilavesi nanopartikiillerin boyut kontroliine yardimci olabilir. Organik
ve demir tuzlar arasindaki molar orana gore demir oksit ylizeyinde bu organik
iyonlarin gelasyonu hem daha biiyiik parcalari olusturan c¢ekirdeklenmeyi hem de
kiigiik partikiilleri olugturan kristal ¢ekirdeginin bilyiimesini engeller (Sophie Laurent
2008).

2.4. Manyetik Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Manyetik  nanopartikiillerin ~ manyetik  6zellikleri boyutuna, sekline,
mikroyapisina ve kimyasal fazlarini igeren fiziksel yapisina baglidir. Ayrica biyolojik
davraniglar1 dagilma, yiik, kaplama dogasinin yani sira boyut ve yapisina da baghdir.

Birgok fizikokimyasal teknik bu parametrelerin belirlenmesinde kullanilmaktadir.
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2.4.1. Boyut ve Yiizey Karakterizasyonu

Nanopartikiillerin boyutlarini belirlemek i¢in farkli metotlar kullanilmaktadir.
Ancak “boyut” belirsiz bir tamimdir. Ilk &nce nanopartikiil farkli béliimlerle
tanimlanmalidir: ¢ekirdegin kristal boliimii, tiim demir ¢ekirdegi (kristal ve amorf),

¢ekirdek ve kabuk.

Partikiil c¢ekirdegi Gecirmeli Elektron Mikroskobu (Transmission Electron
Microscopy, TEM) ile goriintiilenebilir (Kaiser and Miskolczy 1970). Bu teknik
cekirdegin toplam partikiil boyutunu (kristal ve amorf kisim) verebilmektedir.
Yiksek Coziiniirlikte TEM (HR-TEM) ise kristal nanopartikiillerin yiizeydeki
atomik diizenlenmesi hakkinda bilgi verebilmektedir. XRD, partikiillerin kristal
yapisin1 elde etmek icin kullanilabilir. Burada deneysel ve referans piklerin
yogunlugu karsilastirilarak karisimdaki demir oksit orani belirlenebilir (Inouye, Endo
et al. 1982). SANS (Small-angle neutron scattering) boyut, dagilma, sekil ve yapisi
hakkinda bilgi verebilen ¢ok giiclii bir tekniktir (Lindner and Zemb 2002). Dinamik
Isik Sacilim spektroskopisi olarak da bilinen Foton korelasyon spektroskopisi (PCS)

de nanopartikiil boyutunu belirlemek i¢in kullanilan genel bir tekniktir.

Atomik ve kimyasal kuvvet mikroskobu (AFM ve CFM), termogravimetrik
analizi (TGA), Diferansiyel Taramali Kalorimetrisi (DSC), X-151m1 Fotoelektron
Spektroskopisi, Kizilotesi Spektroskopisi (IR), Fourier Doniistimlii Kizilotesi
Spektroskopisi (FT-IR), kondiiktometri, potansiyometri yiizeyi modifiye demir oksit
nanopartikiillerinin yiizey 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Di Marco,
Guilbert et al. 2007). Bu teknikler demir oksit yiizeyi ve kaplama arasindaki
baglanma dogasint ve kuvvetini tanimlar. Ayrica nanopartikiillerin manyetik

ozelliklerinin modifikasyonla etkilenip etkilenmedigi anlasilabilmektedir.
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2.4.2. Manyetik Ozelliginin Belirlenmesi

Demir oksit nanopartikiillerinin manyetik 6zelliginin karakterizasyonu ig¢in iki
ana Ol¢tim yapilir. Birinci uygulama olan M(H), verilen sicaklikta uygulanan alan
fonksiyonu olarak miknatislanma (histeresis egrisi) ve diger bir uygulama olan M(T),
sabit manyetik alanda sicaklik fonsiyonu olarak miknatislanma zero-field-cooled ve

field cooled miknatislanma egrileri Sekil 2.1°de verilmistir.

(A) Miknatislanma (B)

Mr
HC/

Miknatislanma
Og
N
bl
(e}

Manyetik alan o
" o
o L]
- 1+ ] nn
0 Searagooa

Sicaklik

Sekil 2.1. (A) Ferromanyetik maddenin miknatislanma M(H) histeresis egrisi; (B)
ZFC-FC miknatislanma 6l¢timii.

Sekil 2.1. A’da verilen egriye gore madde miknatislanma doygunluk degerine,
+Ms(T), ulastiginda M(H) simetrik histeresis davranigini gostermektedir. Egriler
kalan miknatislanmada, =Mr(T), sifir dis alandan gecer ve miknatislanma zorlayici
alanda, £Hc(T), sifir olur. He, doygun miknatislanmadan sonra miknatislanmay1
sifira indirmek ic¢in gerekli olan manyetik alan yogunlugudur. Dis alanmin ilk
uygulanmasi sifir noktasinda baslar ve ham egriyle sonuglanir. Kalan
miknatislanmanin doygun miknatislanmaya orant Mr/Ms, artik miknatislanma olarak

adlandirilir ve 0°dan 1’e degisir.

Zero-field-cooled (ZFC) ve field cooled (FC) prosediirlerine gore oOlgiilen

sicaklik bagimli miknatislanma genellikle enerji bariyerleri hakkinda bilgi edinmek

siirlayict sicakligin (TB) altindaki diisiik sicakliga sogutulur, nanopartikiiller
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ferromanyetik ise TB listlindeki bir sicakliga getirilir. Sonra manyetik alan uygulanir
ve miknatislanma sicaklik fonsiyonu olarak 6l¢iiliir. FC egrisi ayn1 alanda drnegin
diisiik sicakliga sogutuldugunda olusan miknatislanmanin Olgiilmesiyle elde edilir.
ZFC ve FC olgiimlerinde manyetik alan anizotropi alanina kiyasla yeterince zayif
olmalidir. Boylece ZFC-FC egrisi gergek enerji bariyer dagilimmi yansitir (Liu
2006).

Mutlak sicaklik altinda yigin halindeki maddeler termal enerjiden (kT) daha
fazla manyetik anizotropik enerjiye sahiptirler (Sekil 2.2 (a), biiyiik nanopartikiil).
Nanopartikiiliin termal enerjisi manyetik spin yoniinii degistirmek igin yeterli

degildir. Bu nedenle madde ferromanyetiktir.

ferro-

04
magnetism o 52 Oe B
© \ 7
G = 00—
~ o7
nanoparticle = 02~
04—
\ ,/. s 100 50 0 50 100
Uy =KV,
e /T\ — He (Oe)
W/ ® mal c A
|
0= k2 L5 00e/
0 % E 0.0
= 0.5
super- _ A J
paramagnetism — i

spin
(U, < KT) fluctuation

Sekil 2.2. (a) Termal enerji diyagrami ve (b,c) boyutlara gore histeresis egrileri.

Ancak kii¢iik partikiiller termal enerjiye kiyasla daha diisiik anizotropik
enerjiye sahiptir ve bu enerji spin yoniinii degistirmek i¢in yeterlidir (Sekil 2.2 (a),
kiiclik nanopartikiil). Manyetik dalgalanma sifirda net miknatislanmaya neden olur
ve bu nanopartikiillerin siiperparamanyetik oldugunu gosterir. Ornegin, 55nm 7-
Fe;03 300K’de 52 Oe artik miknatislanma ile ferromanyetik 6zellik gosterir ama
12nm boyutlu y-Fe,O3 partikiiller histeresis davranisi olmadan sliperparamanyetizma
ozelligi gosterir (Sekil 2.2 (b,c)). Hc ve Mr degeri ferromanyetikler icin sifirdan
biiyiiktiir ve siiperparamanyetikler i¢in sifirdir (Vassiliou, Mehrotra et al. 1993).
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2.5. Manyetik Nanopartikiil Modifikasyonu

Demir oksit nanopartikiiller hem biyolojik ortamda hem de manyetik alan
uygulandiginda agregat olusumuna karsi dayanikli olmalidirlar. Demir oksit
nanopartikiillerin siispansiyondaki kararliligi ii¢ ana kuvvetle kontrol edilir: (a)
hidrofobik-hidrofilik, (b) manyetik ve (c) van der Waals. Demir oksit nanopartikiiller
hidrofobik etkilesimlerden dolayr mikron boyutta kiime olusturarak bir arada
toplanmaya meyillidirler. Mikron boyuttaki kiimeler daha ileride manyetik dipol-
dipol etkilesimlerinden dolay1 bir araya gelirler. Manyetik alan varliginda bu
kiimelerin miknatislanmasi bir araya gelmelerini arttirabilir (Hamley 2003).
Genellikle nanometre boyuttaki partikiiller toplam yiizey enerjisini azaltmak ig¢in
cekici van der Waals kuvvetlerinden dolay1 siispansiyonda bir araya toplanirlar.
Sonug olarak bir araya gelerek kiime olusturan demir oksit nanopartikiillerinin diisiik
yiizey alan1 ve biiylik boyutlarindan dolay1 kullanim alanindaki etkileri (ilag iletim
sistemlerinde diisiik ila¢ yiiklenmesi gibi) azalmis olur. Bundan dolay1 siispansiyonda
demir oksit nanopartikiillerin stabilizasyonu i¢in yiizey modifikasyonu c¢ok

Onemlidir.

Yiizey modifikasyonu demir oksit nanopartikiillerinin sentezi esnasinda veya
sentezden sonra gergeklestirilebilir. Cizelge 2.2°de demir oksit nanopartikiillerin

stabilizasyonunda kullanilan maddeler bulunmaktadir (Mahmoudi, Sant et al. 2010).

Demir oksit nanopartikiiller biyomedikal uygulamalarda kullanilmak i¢in sterik
olarak seyrelticilerle kararli hale getirilirler. Ancak dekstran gibi yiiksek afiniteyle
baglanma grubundan yoksun seyrelticiler, demir oksit ¢ekirdek capindan oldukca
biiyiik hidrodinamik caplarla genis nanopartikiil boyutlarina neden olur. Boylece
etkili baglanma engellenir (Sun, Lee et al. 2008). Sterik kararlilik manyetik demir
oksit nanopartikiillerinin ylizeyine gii¢lii baglanan diisiik molekiil agirlikli
seyrelticiler kullanilarak da saglanabilir. Katekoller gibi enediol-ligantlar ytliksek
afinite ile metal oksit nanopartikiillerin yiizeyine baglanirlar (Rajh, Chen et al. 2002).
Yiiksek afiniteyle baglanma grubuna sahip dopamin su (Gu, Yang et al. 2004) ve
fizyolojik tamponlarda (Xu, Xu et al. 2004; Xie, Xu et al. 2006; Xie, Xu et al. 2007)

nanopartikiillerin ~ kararliligin1 ~ arttirmak i¢cin  kullanilir.  Ancak dopaminin
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nanopartikiillerin yiizeyine adsorbe oldugu iddia edilmistir (Ziircher, Wackerlin et al.
2006; Shultz, Reveles et al. 2007). Bundan baska ¢okmiis dopamin bilesiginin
oksidasyona meyilli oldugu gosterilmistir (Amstad, Gillich et al. 2009). Bu durumu
onlemek i¢in molekiil agirligi SkDa olan polietilenglikol ile dopamin arasinda farkli
baglayicilar kullanilmis ve nanopartikiillerin ¢gokmesi engellenmis ve kararli olmalari

saglanmistir (Y. Sahoo 2001).

Cizelge 2.2. Demir oksit nanopartikiil stabilizasyonunda kullanilan materyaller ve uygulamalari.

Kullanilan Materyal
Amorf Silika

Uygulamalari

Biyomolekiil izolasyonu

Mezopor Silika

Ilag iletimi, Immobilizasyon, Genomik ve plazmid DNA izolasyonu

Polietilen glikol (PEG)

NMR goriintiileme

Polivinil alkol (PVA)

Goriintiileme ve ilag iletimi

Polivinilpirolidon

Ilag iletimi

Poliakrilik asit Rekombinant doku plazminojen aktivatorii ile hedef tromboliziz

Polistiren Hiicresel goriintiileme ve DNA hibridizasyonu,

Polimetilmetaakrilat DNA ayirma ve amplifikasyonu

DNA hibridizasyonu

Polidipirol/bikarbazol

Etil seliiloz Ila¢ kimyasallarinin ekstraksiyonu

Kitosan Doku miithendisligi ve hipertermi
Dekstran E.Coli izolasyonu, goriintiileme ve ilag iletimi
Nisasta Goriintiileme
Lipozom Goriintiileme, ilag iletimi ve hipertermi
Albumin Hiicre ayirma
Jelatin Genomik DNA izolasyonu ve ilag iletimi
Yag Asitleri Goriintiileme ve ilag iletimi

Nanopartikiillere bagl ligant molekiilleri hem partikiil boyutlarin1 kontrol eder
hem de nanopartikiillerin agregat olusturmasini engeller. Nanopartikiillerin ¢ekirdek
maddesine ve hangi ¢oziicii i¢inde olacagina bagli olarak dogru ligant se¢imi ile
nanopartikiiller kararli hale gelebilir. Yiizey fonksiyonlandirilmasinda siirfaktan
ilavesi ve siirfaktan degisimi olarak iki yaklagim vardir (Sekil 2.3). Siirfaktan ilavesi
hem hidrofobik hem de hidrofilik bilesenden olusan amfifilik molekiillerinin
adsorpsiyonu ile gergeklesir (Sekil 2.3, (a)). Hidrofobik kisim hidrokarbon zinciri ile
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cift katman yap1 olustururken hidrofilik gruplar nanopartikiillerin dis kisminda

kalirlar ve nanopartikiillerin suda ¢oziiniir hale gelmesini saglarlar.

Sekil 2.3. (a) Siirfaktan ilavesi ve (b) siirfaktan degisimi ile ylizey

fonksiyonlandirilmasi.

Ornek olarak oleik asit (OA) ya da oleilamin ya da bu siirfaktanlarmn birlesimi
kullanilarak kararli hale getirilen nanopartikiiller verilebilir. Metal karboksilat (Sekil
2.4) velveya metal-amin baginin olusumu ile nanopartikiiller hidrofobik &zellik

kazandiran hidrokarbon tabakasiyla kaplanir (Sekil 2.5).

0o
%C— (CH,),— (l: = (l:— (CH,),—CH,
© H H
Fe,0,

Sekil 2.4. OA COO" grubu ve Fe atomu arasindaki selatlayici bidentat etkilegimi.
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.
~ O=«——kincil Katman

Oleik Asit Ekstraksiyon

- Birincil Katman

Cift Katman Tek Katman

Sekil 2.5. OA kapli demir oksit nanopartikiil sentezi.

Stirfaktan degisimi ise demir c¢ekirdeginin esas Ozellikleri degismeden
yiizeydeki gruplarin 6zgiin ligantlarla yer degistirdigi yeni bir metottur (Sekil 2.3,
(b)). Bu metotla elde edilen manyetik nanopartikiiller olduk¢a kararlidir. Ciinkii
stirfaktan degisim reaksiyonu esnasinda daha gii¢lii baglar meydana gelir (Xu and
Sun 2007). Ligant degisim metodu ile hidrofilik nanopartikiil hazirlamak igin
Polielektrolit- (Zhang, Ge et al. 2007) ve PEG-merkezli hidrofilik polimerler
kullanilmistir (Liu, Guo et al. 2008; Young, Xu et al. 2009). Bu lineer polimerlerle
bir araya gelerek nanopartikiillerin ¢okmesi engellenebilir ancak boyut kontroliiniin

yapilmasi ¢ok zordur.

Ligant degisimi ortama eklenen yeni ligandin nanopartikiil yilizeyine ilgisinin
yiizeydeki hidrofobik liganttan daha fazla olmasi durumunda gerceklesir. Dopamin
merkezli ligantlar 6rnek olarak verilebilir. Dopamin demir oksit nanopartikiillerin
yiizeyine ¢ok kuvvetli baglandigi i¢in ligant degisimi basarili olur (Nagesha, Plouffe
et al. 2009).

2.6. Manyetik Nanopartikiil-Enzim Konjuge Sistemler

Son yillarda bir¢ok manyetik ayirma prosediirleri biyomolekiillerin izolasyonu
ve saflagtirllmasinda kullanmak igin gelistirilmistir (Saiyed 2003). Bu tekniklerle
kompleks karisimdan biyomolekiil kolay, hizli ve yiiksek 6zgiilliikle saflastirilir. Son
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yillarda uygun stabilizorle kaplanmis mikrometre veya submikrometre boyutlu
manyetik partikiilleri iceren sistemler protein, enzim ve ilag baglanmasi i¢in destek
olarak kullanilmistir. Ornek olarak, heparin bagli magnetitler kanda hiicrelere
baglamak, dekstran kapli magnetitler ilag tagimak ve silan kapli demir partikiiller

radyoimmiin deneyleri i¢in kullanilmistir (Ramchand 2001).

Manyetik nanopartikiillerin kullanildig1r sistemler enzimlerin ayrilmasinda
afinite matriks olarak da kullanilmistir. At karaciger alkol dehidrogenaz enziminin
saflastirilmasinda 5'-AMP bagli manyetik Sepharose® beadler basariyla kullanilmistir
(Mosbach 1977). Manyetik alginat mikrokiireciklerde a-amilaz enziminin
saflastirilmasinda kullanilmistir (Safarikova 2003).

Proteinlere (Protein A ve streptavidin gibi) ve antikorlara bagh
siiperparamanyetik  mikrokiirecikler, immiin uygulamalarinda, niikleik asit
caligmalarinda ve hiicre ayirma-goriintiileme dahil birgok alanda kati-faz destegi
olarak kullanmaya baslanmustir. Birgok sirket farkli kimyasal fonksiyonel gruplari ile
cesitli boyutta partikiil saglamaktadir. Ornegin, Polysciences, Inc., inert silan kaplh
demir oksit cekirdegi iceren Biomag® magnetik beadleri pazarlamaktadir. Partikiil
yiizeyi, protein, glikoprotein ve diger ligantlarin kovalent baglanmasi i¢in amin veya
karboksil gruplari ile fonksiyonlandirilir. Biomag partikiilleri keg¢i antifare, keci
antitavsan ve kuzu antifloresan ikincil antikorlar veya insan hiicre yiizeyine 6zgiil

bircok monoklonal antikor ile kovalent olarak baglanmay1 saglar.

Manyetik tasiyicilara immobilize olmus ve biyolojik olarak aktif bilesikler,
hedef molekiil veya hiicreleri yakalamak veya modifiye etmek icin afinite ligantlari
olarak veya biyodenemelerde direk olarak kullanilabilir. Ornek olarak Abudiab ve
Beitle (Abudiab and Beitle Jr 1998) kompleks karisimdan protein izolasyonu igin
manyetik immobilize metal afinite ortami gelistirmislerdir. Bu metot manyetik
agaroz yiizeyine iminodiasetik asit (IDA) baglanmasini igerir. Bu madde metal

*2 veya Zn*?) ile kompleks olusturdugunda proteinlerle baglanmaya

iyonlar1 (Cu
uygun hale gelir. Ayn1 sekilde Qiagen Inc., Germany Ni-NTA (nitriloasetik asit)
manyetik agaroz beadlerinin kullanildigr protein saflagtirma metotlart da
gelistirmistir. Ni-NTA bagli manyetik beadler, 6xHis-tasiyan proteinlerin manyetik

olarak yakalama deneylerinde kullanilmistir (Sinclair 2000).
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2.6.1. Baglanma Kimyasi

Nanopartikiillere proteinlerin baglanmasinda dort yaklasim bulunur: Bunlar,
(1) elektrostatik adsorpsiyon; (2) nanopartikiil yiizeyindeki liganda baglanmasi; (3)
proteinin tanidigir ve baglandigi kofaktor molekiiliine baglanmasi; (4) nanopartikiil

yiizeyine direk baglanma seklindedir.

Elektrostatik Adsorpsiyon

Yaygin olarak kullanilan baglanma yaklagimi elektrostatik adsorpsiyondur
(Sekil 2.6).

= Mt
A+ _

e + P

Sekil 2.6. Elektrostatik baglanma.

Kimyasal reaksiyonun gerek olmadig1 en kolay yoldur. Nanopartikiil ve protein
yan zincirlerinin etkilesmesi i¢in uygun sartlar belirlenmelidir. Etkilesim, pH veya
ortamin iyonik kuvvetinin kontroliiyle ayarlanabilir. Ozgiil olmayan etkilesimler
olacagindan protein birgok yoOnlenme ile nanopartikiillerle etkilesir. Ancak
nanopartikiil ylizey modifikasyonuyla bolgesel-6zgiil etkilesimler saglanabilir
(Bayraktar H 2007). Sitokrom c i¢in yapilan ¢alismada nanopartikiil ligandin ug yiiki
veya ligant hidrofobikligi degistirildiginde, protein ylizeyi nanopartikiil ylizeyine
hedeflendirilmistir. Nanopartikiiller L-fenilalanin ile fonksiyonlandirildigi zaman
sitokrom ¢ bir¢ok polar rezidii igeren hem grubu yakinindan baglanir. Ligant L-
aspartik asit oldugunda nanopartikiiller katyonik olan sitokrom c biiyiik boliimiine

baglanir.
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Proteine Ozgiil Kofaktor ile Baglanma

Nanopartikiil-protein baglanmasi1 6zgiil etiketleme yolu ile yapilabilmektedir
(Sekil 2.7).

A P

Sekil 2.7. Kofaktor ile protein baglanmasi.

Biyoetiketlemede  kullanilan ~ klasik ~ baglanma  biyotin-Streptavidin
baglanmasidir. Nanopartikiillerin  biyotin ile etiketlenmesi streptavidin ile
baglanmasini saglar ve biyotin-streptavidin etkilesimi kovalent bag kadar kuvvetlidir
(Green 1990). Biyotin ile fonksiyonlandirilan ¢esitli baglayicilarin var olmasi

nedeniyle 6zgiil baglanmanin saglandig1 cok yonlii bir yoldur.

Bagka bir yol ise 0zgiil proteinin nanopartikiile baglanmasi i¢in antikor
kullanimidir (Ackerson, Jadzinsky et al. 2006; Bagalkot, Zhang et al. 2007).
Antikorlar hedef proteine baglandiklari i¢cin nanopartikiil etiketleme i¢in uygundurlar.
Aptamer kimyasindaki son gelismeler aptamerlerin proteine baglanmada
kullanilmasii saglar. Antikorlar gibi aptamerlerde hedef proteine 6zgiil dizayn

edilebilir ve nanopartikiil protein baglanmasi i¢in baglayici olarak kullanilirlar.

Nanopartikiil Yiizeyine Direk Baglanma

Baglayic1 kullanmadan proteindeki gruplarin direk reaksiyonu nanopartikiil

biyosensor olarak kullanilacak ise tercih edilir (Sekil 2.8).

A P AR

Sekil 2.8. Amino asit ile direk baglanma.
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Ornek olarak Au-tiyol kimyasi verilebilir. Altin nanopartikiilleri proteindeki
sistein rezidiilerine kovalent bag ile baglanir. Baglanma sadece protein ve

nanopartikiillerin inkiibasyonu ile gergeklesir ve kuvvetli Au-S bagi olusur.

Nanopartikiil Ligant Baglanma

Nanopartikiil-protein birlesmesi icin bir diger metot nanopartikiil ile proteinin
kovalent baglanmasidir. En ¢ok kullanilan yontemlerden biri siilfo-NHS esterleri
veya R-COOH gruplarinin karbodiimid ile aktivasyonu ile birincil amin gruplarinin
kovalent baglanmasidir. Metha ve ark. (Mehta, Upadhyay et al. 1997) karbodiimid
varhiginda demir oksit nanopartikiillerine protein ve enzimlerin kovalent olarak

baglanabildigini gostermistir (Sekil 2.9).

AN 1

i \\\N/Rl /N_R E-NH,
‘@ OH > ‘—@ O—<

NH
/ (0]
NH%

/
R

NH—R,

Sekil 2.9. Karbodiimid aktivasyonu ile nanopartikiillere enzim baglanmasi.

BSA, streptokinaz, kimotripsin, dispaz ve glukoz oksidaz gibi bir¢ok klinik
olarak onemli enzim ve proteinler bu metotla immobilize edilmistir. Hazirlanan
immobilize enzimlerle %50-80 arasinda aktivite verimi elde edilmistir. Enzim ve
biyoaktif molekiiller i¢cin manyetik nanopartikiillere direk baglanma manyetik
nanopartikiillerin tizerindeki hidroksil gruplariyla gerceklesir. Bacri ve ark. (Bacri,
Perzynski et al. 1990) pH 6-10 araliginda partikiillerin tizerinde hidroksil gruplarinin
var oldugunu gostermistir ve nanopartikiil yiizeyindeki bu serbest hidroksil gruplari
enzimlerin baglanmasindan sorumludur.

Sentez metoduna gore demir oksit manyetik nanopartikiillerin yiizeyinde az
miktarda amino grubu var olabilir. Bu amino gruplari ile enzim amino gruplar
arasinda kovalent baglanma glutaraldehit ile gergeklestirilir (Hong, Zhang et al.
2008) (Sekil 2.10).
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E

__ N=CH(CH,),CH=N—E

/ NH, N / N=CH(CH,),CH=0 E-NH,
> -
E
> NH,

™ N=CH(CH,),CH=0 f > N=CH(CH,),CH=N—E
E

Sekil 2.10. Glutaraldehit ile nanopartikiillere enzim baglanmasi.

Direk baglanma metodunun bir¢ok potansiyel avantaji vardir. Bu partikiiller
herhangi bir polimerle kapli olmadigi icin boyutlar1 kiicliktiir ve hacmin ylizey
alanina orani artar. Bu durumda manyetik alanla daha fazla etkilenirler. Kiigiik
manyetik partikiillerin 6zgiilliigline sahiptirler cilinkii agregat olusturma meyili
olmayan dayanikli koloidal siispansiyon halinde bulunurlar ve reaksiyon karisimina

homojen dagilma saglanir (Koneracké, Kopcansky et al. 2002).

2.7. Enzim Sistemleri

Endiistride en ¢ok kullanilan hidroliz reaksiyonunda, yiiksek kararliligina ve
temin edilmesindeki kolaylia bagli olarak hidrolazlar kullamlir. Ikinci olarak
kullanilan reaksiyon ise yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonudur. Bu sebeple ticari
olarak uygun ve temini kolay oksidorediiktazlarin sayist giin gegtikce artmaktadir.
Bu smifin en onemli iiyelerinden biri alkol dehidrogenaz enzim ailesidir. Bu
calismada fonksiyonel enzim olarak alkol dehidrogenaz (ADH) ve kofaktor
rejenerasyonu igin yardimci enzim olarak format dehidrogenaz (FDH)

kullanildigindan dolay1 ¢aligmanin odak noktasi bu iki enzim olacaktir.
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2.7.1. Alkol Dehidrogenaz Hakkinda Genel Bilgi

ADH, NAD(P)H kofaktorii yardimiyla aldehit ve keton gibi karbonil grubu
tastyan bilesiklerin indirgenmesini ve alkollerin oksidasyonunu katalizleyen bir

metaloenzimdir (Sekil 2.11).

OH OH

NAD(P)H + H* NAD(P)*

Sekil 2.11. ADH Katalizli asimetrik indirgenme reaksiyonu.

ADHlar 6zellikle kiral farmasotiklerin (Tschaen DM 1995; Hussain W 2008)
ve diger biyolojik olarak aktif bilesiklerin iiretimi i¢in gerekli olan kiral alkollerin
organik sentezinde 6nemli role sahiptirler. Lactobacillus kefir (Metrangolo-Ruiz De
Temino D 2005), L. Brevis (Hummel W 1997) ve Thermoanaerobicum sp. gibi
bircok ADH organik sentezde kullanilmaktadir. Bunlar genetik miihendisligi ile
tiretilmektedir ve bdylece biiylik miktarda elde edilmeleri miimkiindiir. Enzimatik
olarak sentezlenen bilesiklere 6rnek olarak alkil (R)-veya (S)-3-hidroksibiitirat, (R)-
veya (S)-1-asetoksi-2-propanol (Pfaller R 2007), (S)-2-biitanol (Pfaller R 2007) veya
(S)-2-pentanol (Peschko C 2005) gibi alifatik (S)-alkoller verilebilir.

ADH endiistriyel kullanimina 6rnek olarak, Neurospora crassa kaynakli ADH
ile glukom hastalig1 i¢in aktif olarak uygulanan karbonik anhidraz enzim inhibitorii
Trusopt (MK0507) sentezindeki ara {irlin eldesi verilebilir (Holt and Rigby ; R.A and
Rigby ; Blacklock, Sohar et al. 1993; Blacker and Holt 1997; Dodds 1997).

2.7.2. Format Dehidrogenaz Hakkinda Genel Bilgi

NAD"-bagimhi FDH (EC 1.2.1.2) format iyonunun karbon diokside
oksidasyonunu katalizler (Esitlik 2.3):
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HCOO® + NAD* ——= CO, + NADH (2.3)

NAD"-bagimli dehidrogenazlarla kiral bilesiklerin sentezlerinde NADH
rejenerasyonu i¢in FDH enziminin kullanimi iizerine yogun calismalar mevcuttur
(Hummel and Kula 1989; Wichmann, Wandrey et al. 2000) ve birgok ¢alisma FDH
enziminin indirgenmis kofaktor rejenerasyonunda en iyi enzimlerden biri oldugunu
gostermistir (Kula and Wandrey 1987; Hummel and Kula 1989; Liese and Villela
Filho 1999; Burton 2003). ilk ticari islem, Candida boidinii’den elde edilen FDH
kullanim1 ile tert-L-16sin kiral sentezidir (Bommarius, Schwarm et al. 1995).
Dehidrogenazlarla optikge aktif bilesiklerin iiretimi i¢in kullanilan diger islemler

arasinda tiretim hacmi olarak bu islem hala en iyisidir.

ADH enzimi ile biyokataliz sisteminde amfetamin, amfetamin fosfat ve
amfetaminilin ~ 6nciil maddesi olan  (S)-1-fenil-2-propanol  sentezindeki
Format/Format dehidrogenaz sistemi ile kofaktdr rejenerasyonu Sekil 2.12°de
goriilmektedir (Liang ; Mori ; Johnston 1979; Bracher 1994; Kragl 1996; Kruse
1996; Kruse 1998). (S)-1-fenil-2-propanol %72 verim ve >%99 enantiyomer safligi

ile elde edilmistir.

1-fenil-2-propanon \ApH + H* (S)- 1-fenil-2-propanol

NAD*

‘\ / o
co, == /”\
FDH

H OH
Formik asit

Sekil 2.12. Kofaktor rejenerasyonu.
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BOLUM 3

MANYETIK NANOPARTIKUL SENTEZI

Olaylarin senin istedigin gibi gelismesini bekleme! Gelistigi gibi kabul etmeye ¢alis!

Epictete



42

3. MANYETIK NANOPARTIKUL SENTEZI

3.1. Giris

Bu boéliimde modifiye edilmemis manyetik nanopartikiillerin sentezlenmesine
yonelik ¢alismalara yer verilmistir. Farkli yiizey modifikasyonlariyla nanopartikiiller
elde edilip karakterize edilmistir Hem modifiye edilmemis manyetik
nanopartikiillerin yiizeyine dopamin (DOP) ve kafeik asit (CAF) baglanmistir (Sekil
3.1 ve 3.2) hem de sentezlenen oleik asit (OA) kapli nanopartikiillerle ligant degisimi
sonucu katekol grubu ile modifiye manyetik nanopartikiiller elde edilmistir (Sekil
3.3). Organik fazdaki hidrofobik manyetik nanopartikiiller DOP ve CAF kullanilarak

sulu ortamda kullanilabilir hale getirilmistir.

OH HO NH, o NH,
:@N - :@/v
HO O

OH
DopaminHCI

Sekil 3.1. DOP ile modifiye nanopartikiil sentezi.

+
-y = OH \O =

OH HO |
OH
Kafeik Asit

Sekil 3.2. CAF ile modifiye nanopartikiil sentezi.
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Fiﬁ

Fe,O,-OA
HO HO NH,
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CAF DOP
|:o o NH,
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OH
Fe,0,-CAF Fe,0,-DOP

Sekil 3.3. Ligant degisimi ile DOP ve CAF bagli nanopartikiil sentezi.

3.2. Materyal

Demir (II) kloriir tetrahidrat, demir (III) klortir hekzahidrat, sodyum hidroksit,
sodyum kloriir, sodyum fosfat mono bazik, hidroklorik asit, N,N'-dimetil formamid,
oleik asit vegetable, metanol, glutaraldehit ve kloroform Merck firmasindan satin
alindi. Amonyum hidroksit, etanol ve sitrik asit monohidrat Riedel de Haen
firmasindan satin alindi. Sodyum fosfat dibazik, diyaliz membrani, dekstran (from
L.M., 41000Da), dopaminhidrokloriir, kafeik asit, polivinilalkol (MW 13-23kDa)
Sigma firmasindan satin alindi. Hekzan ve toluen Lab-Scan firmasindan satin alindi.
Argon gazi (yilksek saflikta) Habas A.S.’den temin edilmistir. Elma® marka
ultrasonik banyo, IKA-Labortechnik marka manyetik karistirici, Heidolph marka
calkalayict ve manyetik karistirici, Beckman marka santrfilij, Sartorius marka tarti

kullanilmuastir.
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3.3. Metot

3.3.1. Manyetik Nanopartikiil Sentezi

Modifiye Olmamis Manyetik Nanopartikiil Sentezi

Metot 1. Argon gazi ile 30 dakika oksijeni uzaklastirilmis 25ml deiyonize suya 1ml
12N HCI eklendi. 5.2g FeCl3.6H,0O ve 2g FeCl,.4H,0 karisimda ¢oziindii. Argon
gazi altinda demir ¢ozeltisi hizlica karistirilan 250ml 1.5M NaOH’e damla damla
eklendi. Siyah ¢okelti meydana geldi. 15 dakika hizlica karistirildiktan sonra balonun
dibine ¢okmesi beklendi. Siipernatant uzaklastirildi. 4 kez oksijeni uzaklastirilmis su
ile yikandi. Nanopartikiillerin yiizeyindeki anyonik yiikleri notralize etmek igin
250ml 0.01M HCI c¢ozeltisi eklendi. Santrifiijlenerek silipernatant uzaklastirildi.
Oksijeni uzaklastirilmis su ile siispanse edilerek +4°C’de daha sonraki islemlerde

kullanilmak tizere saklandi (MN-OH).

Metot 2. Argon gazi ile oksijeni uzaklastirilmig 40ml deiyonize suda 0.86g
FeCl,.4H,0 ve 2.35g FeCls.6H,0 ¢oziindii. U¢ boyunlu balona alinan demir tuzlari
cozeltisi argon gazi altinda mekanik karistirici ile hizlica karistirilarak 80°C’ye
1sitildi. Karistirma devam ederken Sml NH4OH damla damla eklendi. Siyah ¢okelti
meydana geldi. Yarim saat 1sitilmaya ve karistirilmaya devam edildi. Yarim saat
sonunda siipernatant uzaklastirildi ve oksijeni uzaklastirilmis su ile yikandi. Oksijeni
uzaklastirilmis su ile siispanse edilerek +4°C’de daha sonraki islemlerde kullanilmak

tizere saklandi (MN-NH,).

Modifiye Manyetik Nanopartikiil Sentezi

Metot 3. Argon gazi ile oksijeni uzaklastirilmis 40ml deiyonize suda 0.86g
FeCl,.4H,0 ve 2.35g FeClz.6H,0 ¢oziindii. U¢ boyunlu balona alman demir tuzlari

cozeltisi argon gazi altinda mekanik karistirict ile hizlica karistirilarak 80°C’ye
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isitildi. Karigtirma devam ederken Sml NH4OH damla damla eklendi. Siyah ¢okelti
meydana geldi. Yarim saat 1sitilmaya ve karistirilmaya devam edildi. Yarim saat
sonunda 2ml sitrik asit (CA) ¢ozeltisi (1g) eklendi ve sicaklik 95°C’ye ¢ikarildi. Bir
bucuk saat karigtirildi. Reaksiyon iirlinii, asir1 CA uzaklastirmak {lizere 44 saat destile
suya karsi diyaliz edildi. Diyaliz sonunda +4°C’de daha sonraki islemlerde
kullanilmak tizere saklandi (MN-CA).

Metot 4. 1g FeCl,.4H,0 ve 1.35g FeCl;.6H,0 ¢ozeltisi 10ml oksijeni uzaklastirilmig
deiyonize suda hazirlandi. 0.2g PVA 10ml suya azar azar eklenerek ve isitilarak
¢Oziindli. Demir tuzlariin ¢ozeltisine polimer ¢ozeltisi eklendi. Karigim 60°C’de 15
dakika hizlica karigtirildi. Damla damla 10ml NH4OH eklendi ve kahverengi ¢okelti
meydana geldi. 60°C’de hizlica karistirildi. Yarim saat sonra alinan reaksiyon
karisimi destile suya karsi 1 gilin diyaliz edildi. Diyaliz sonunda +4°C’de daha
sonraki islemlerde kullanilmak tizere saklandi (MN-PVA).

Metot 5. 0.64g FeCl,.4H,0 ve 1.5g FeCl3.6H,0 c¢ozeltisi oksijeni uzaklastirilmig
10ml deiyonize suda hazirlandi. Balona alinan karigima 10ml %25’lik dekstran
¢ozeltisi eklendi. Argon gazi altinda hizlica karigtirildi. Karistirilan ¢ozeltiye damla
damla 4.5ml NH;OH eklendi. Kahverengi ¢okelti meydana geldi. Karisim 60°C’ye
isitildr ve 15 dakika karistirildi. Daha sonra reaksiyon {irlinii oda sicakliginda 15

dakika sonike edildi. Diyaliz membranina alinan reaksiyon {iriinii destile suya kars1

diyaliz edildi (MN-DX).

Metot 6a. 0.81g FeCl3.6H,0 ve 0.42g FeSO4.7H,O 20ml oksijeni uzaklastirilmig
deiyonize suda ¢6ziindii. Manyetik karistirici ile karistirilan demir tuzlar1 ¢ozeltisine
oda sicakliginda azar azar Sml NH4OH eklendi. Siyah ¢okelti meydana geldi. 10
dakika hizlica karistirilmaya devam edildi. Daha sonra reaksiyon karigimi 5 dakika
oda sicakliginda sonike edildi. Reaksiyon balonu 76-77°C iizerine alind1 ve 1ml OA
eklendi. Yarim saat hizlica karistirildi. Elde edilen karisima 25ml toluen eklenerek

asir1 tuz ilave edildi ve ayirma hunisine alindi. Faz ayrilmasindan sonra toluen
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fazindaki OA kapli manyetik nanopartikiiller daha sonra kullanilmak iizere +4°C’de
sakland1 (MN-NH,-OA).

Metot 6b. 20ml deiyonize su icindeki MN-OH manyetik nanopartikiile Sml OA
eklendi ve oda sicakliginda 140rpm’de g¢alkalandi. Yarim saat sonra karisima 25ml
hekzan veya kloroform eklendi. Ayirma hunisine alinan karisimda faz ayrimi
beklendi. Organik fazdaki OA kapli manyetik nanopartikiiller +4°C’de daha sonra
kullanilmak tizere saklandi (MN-OH-OA).

Metot 7a. Yaklasik 10mg MN-OH manyetik nanopartikiil, 50mg DOP ve 5ml N,N'-
DMF ile 25°C’de 1 saat sonike edildi. Sonikasyon sonunda nanopartikiiller 4500
rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. Destile su ile 2 kez yikanip santrifiijlenen
nanopartikiiller 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) ile siispanse edilip +4°C’de
daha sonra kullanilmak tizere saklandi (MN-DOP-MT1).

Metot 7b. Yaklastk 10mg MN-OH manyetik nanopartikiil, 50mg DOP ve 5ml
metanol ile 45 dakika oda sicakliginda sonike edildi. Sonikasyon sonunda
nanopartikiiller 4500 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. Metanol ile 2 kez yikanan
nanopartikiiller 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) ile siispanse edilip +4°C’de
daha sonra kullanilmak iizere saklandi (MN-DOP-MT?2).

Metot /7c. Yaklasik 10mg MN-OH manyetik nanopartikiill, 80mg DOP ve 10ml
50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) 0.2M NaCl i¢inde buzda yarim saat sonike
edildi. Sonikasyon sonunda manyetik nanopartikiiller 50mM sodyum fosfat
tamponuyla (pH 7) yikanarak 5000 rpm’de 5 dakika ¢oktiiriildii ve S0mM sodyum
fosfat tamponu (pH 7) ile siispanse edilip +4°C’de daha sonra kullanilmak iizere

saklandi (MN-DOP-MT3).

Metot 7d. Kloroform igindeki oleik asit ile MN-OH manyetik nanopartikiil
stispansiyonundan 2ml alinip fazla etanol ile 4500 rpm’de 5 dakika ¢oktiiriildi. 1ml
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kloroform ile siispanse edilip 100mg DOP eklenen manyetik nanopartikiillere ve
oksijeni uzaklastirilmis Sml deiyonize su ve etanol ilave edildi. Karigim 25°C’de
gece boyu inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda su fazi ile esit miktar olacak sekilde
kloroform eklendi. Karisim ayirma hunisinde faz ayrimina birakildi. Su fazina gegen
dopamin ile modifiye manyetik nanopartikiiller 4500 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi
ve 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) ile siispanse edilip +4°C’de daha sonra
kullanilmak tizere saklandi (MN-DOP-MT4).

Metot 7e. Kloroform icindeki OA ile MN-OH manyetik nanopartikiil
stispansiyonundan 2ml alinip fazla etanol ile 4500 rpm’de 5 dakika ¢oktiirtildii. 10ml
etanol ile siispanse edilen nanopartikiiller 100mg DOP ile oda sicakliginda yarim saat
sonike edildi. Sonikasyon sonunda 4500rpm’de 5 dakika +4°C’de santrifiijlendi.
Etanolle yikanan nanopartikiiller 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) ile siispanse
edilip +4°C’de daha sonra kullanilmak tizere saklandi (MN-DOP-MT5).

Metot 8a. 80mg CAF ve 10ml 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) 0.2M NaCl
icinde 55°C’de 1sitilarak ¢oziindii. Yaklasitk 4mg MN-OH manyetik nanopartikiil
CAF ¢ozeltisine eklenerek 30°C’de yarim saat sonike edildi. Sonikasyon sonunda
manyetik nanopartikiiller S0mM sodyum fosfat tamponuyla (pH 7) yikanarak 5000
rpm’de 5 dakika ¢oktiiriildii ve 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) ile siispanse
edilip +4°C’de daha sonra kullanilmak iizere saklandi (MN-CAF-MT1).

Metot 8b. Kloroform igindeki OA ile MN-OH manyetik nanopartikiil
stispansiyonundan 2ml alinip fazla etanol ile 4500 rpm’de 5 dakika ¢oktiiriildii. 1ml
kloroform ile siispanse edilip 100mg CAF eklenen manyetik nanopartikiillere ve
oksijeni uzaklastirilmis Sml deiyonize su ve etanol ilave edildi. Karigim 30°C’de
gece boyu inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda su fazi ile esit miktar olacak sekilde
kloroform eklendi. Karisim ayirma hunisinde faz ayrimina birakildi. Su fazina gegen
CAF ile modifiye manyetik nanopartikiiller 4500 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi ve
50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) ile siispanse edilip +4°C’de daha sonra
kullanilmak tizere saklandi (MN-CAF-MT2).
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3.4. Sonug¢

3.4.1. Modifiye Olmams Manyetik Nanopartikiil Sentezi

Metot 1 ile elde edilen siispanse haldeki nanopartikiiller manyetik alan
uygulandiginda etkilenmektedir (Sekil 3.4). Sentezlenen MN-OH partikiilleri 70°C
vakum firinda kurutuldu. Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) ile
kurutulan nanopartikiillerin yilizey gruplart hakkinda bilgi edinilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.4. Manyetik alan uygulanmadan 6nce (A) ve sonra (B) MN-OH.
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Sekil 3.5. MN-OH FTIR spektrumu.

Spektruma gore 3500-3000cm™ arasindaki yayvan pik hem numunede kalan
sudan hem de yilizeydeki —OH gruplari arasindaki hidrojen bagindan
kaynaklanmaktadir. SEM ile elde edilen goriinti Sekil 3.6’daki gibidir.
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Sekil 3.6. MN-OH SEM goriintiisii.

Bu goriintillerdeki  nanopartikiiller ~manyetik  karistirict  kullanilarak
sentezlenmistir. Sekil 3.7°de ise mekanik karistirict kullanilarak sentezlenen
nanopartikiillerin gorlintiisii bulunmaktadir. Goriintiilere gore hizli karistirmanin
nanopartikiil boyutuna olan etkisi goriilmektedir. Mekanik karistirict ile elde edilen
nanopartikiillerin boyutlar1 daha kiiciiktiir. Ayrica sentez esnasinda manyetik alan da

uygulanmamis olur.

Sekil 3.7. MN-OH SEM goriintiisii.

Manyetik 6zelligini belirlemek i¢in Fiziksel Ozellik Olgiim Sistemi (Physical
Property Measurement System, PPMS) kullanilmistir. Oda sicakliginda elde edilen
manyetik histeresis egrisi Sekil 3.8’dedir. Ms degeri 44.65 emu/g, Mr degeri 0.55
emu/g ve Hc degeri 10.38 Oe’dir. Sekil 3.9°da belirtilen He degerine gore 0 Oe
degerine yakin oldugu i¢in bu egri nanopartikiillerin siiperparamanyetik 06zellik

tasidigini ve nanoboyutta oldugunu belirtmektedir.
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3 T T T T
24
1 10.38 Oe
c
S \
g o
L
=
-1 .
-2 4 |
-3 T T T T
-30 20 10 0 10 20 30

Hc (Oe)

Sekil 3.9. MN-OH histeresis egrisinde Hc ve Mr degerleri.

MN-OH nanopartikiillerin Termogravimetrik analiz egrisi (TGA, Thermal
gravimetric analysis) Sekil 3.10°da verilmistir. Analize gore uygulanan tim sicaklik
araliginda kiitlesinin sadece %7’°sini kaybetmistir. Bu kiitle kayb1 nanopartikiillere

absorbe olan sudan kaynaklanabilir.
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Sekil 3.10. MN-OH TGA egrisi.

Metot 2 ile elde edilen siispanse nanopartikiiller manyetik alan uygulandiginda
etkilenmektedir (Sekil 3.11). Sentezlenen MN-NH, partikiilleri 70°C vakum firinda
kurutuldu. Kurutulan nanopartikiillerin FTIR spektrumu Sekil 3.12°de verilmistir.

Sekil 3.11. Manyetik alan uygulanmadan 6nce (A) ve sonra (B) MN-NH.
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Sekil 3.12. MN-NH; FTIR spektrumu.

Spektruma gore MN-OH nanopartikiillerine ait spektrumda oldugu gibi 3500-
3000cm™ arasindaki yayvan pik hem numunede kalan sudan hem de yiizeydeki —OH
ve —NH; gruplar arasindaki hidrojen bagindan kaynaklanmaktadir. MN-NH; SEM
ile elde edilen goriintiileri Sekil 3.13’teki gibidir.

Sekil 3.13. MN-NH; SEM goriintiisii.

MN-NH; nanopartikiillerinin TGA egrisi Sekil 3.14’°te verilmistir. Analize gore
tiim sicaklik uygulamasinda nanopartikiiller kiitlesinin sadece %4’iinli kaybetmistir.
Bu kiitle kayb1 nanopartikiillere absorbe olan sudan kaynaklanabilir. 500°C’den

sonra geri kalan yaklasik %96 kiitle demir okside aittir.
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Sekil 3.14. MN-NH; TGA egrisi.

3.4.2. Modifiye Manyetik Nanopartikiil Sentezi

Metot 3 ile elde edilen CA ile modifiye nanopartikiiller manyetik alan
uygulandiginda etkilenmektedir (Sekil 3.15). Sentezlenen CA ile modifiye manyetik

demir oksit nanopartikiilleri 70°C vakum firinda kurutuldu.

Sekil 3.15. Manyetik alan uygulanmadan 6nce (A) ve sonra (B) MN-CA.

SEM ile elde edilen goriintiileri Sekil 3.16°daki gibidir ve Zetasizer ile boyut
analizi Sekil 3.17°de verilmistir. Boyut analizine gore sentezlenen CA ile modifiye

manyetik nanopartikiillerin 7542 nm oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.16. MN-CA SEM goriintiisii.

Size Distribution by Volume
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Sekil 3.17. MN-CA boyut analizi.

Kurutulan MN-CA partikiillerin FTIR spektrumu Sekil 3.18’de ve CA molekiil
yapist Sekil 3.19°da verilmistir.
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Sekil 3.18. MN-CA FTIR spektrumu.
(a) Saf CA; (b) MN-CA; () MN-NH,.
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Sekil 3.19. CA molekiil yapisi.

MN-CA FTIR spektrumunda 1720 cm™ piki C=O titresimine aittir. CA’in
manyetik nanopartikiil ylizeyine baglanmasiyla bu pik 1625 cm™’e kaymustir. CA’in
karboksilat grubu Fe atomlari ile kompleks olusturmustur ve C=0 bagi kismi tek bag

karakterine doniigmiistiir ve daha diisiik degerli gerilme frekansina kaymustir.

Metot 4 ile elde edilen PVA ile modifiye nanopartikiiller manyetik alan
uygulandiginda etkilenmektedir (Sekil 3.20).

|
Sekil 3.20. Manyetik alan uygulanmadan 6nce (A) ve sonra (B) MN-PVA.

Sentezlenen MN-PVA 70°C vakum firinda kurutuldu. PVA molekiil yapisi
Sekil 3.21°de kurutulan nanopartikiillerin FTIR spektrumu Sekil 3.22°de verilmistir.

>

OH

Sekil 3.21. PVA molekiil yapisi.

PVA spektrumunda 1000 cm™ piki C-O titresimine aittir. Alkan C-H gerilmesi
3000 cm™ civarindadir. 3300cm™’deki genis yuvarlak uclu pik, OH bagnin
gerilmesidir. 1200cm™ civarindaki pikler C-C bag gerilmesidir. Saf PVA pikleri
zayifta olsa MN-PVA spektrumunda mevcuttur. Yiizeyde PVA varligim

gostermektedir.
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Sekil 3.22. MN-PVA FTIR spektrumu.
(a) Saf PVA; (b) MN-NH,; (c) MN-PVA.

MN-PVA partikiillerinin SEM goriintiisii Sekil 3.23°te verilmistir ve Sekil
3.24°teki boyut analizine gore boyutlar1 1100 nm civarinda oldugu goriilmektedir.

Sekil 3.23. MN-PVA SEM goriintiisii.

Size Distribution by VYolume
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Sekil 3.24. MN-PVA boyut analizi.
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MN-PVA partikiillerine ait TGA egrisi Sekil 3.25’te verilmistir. Analize gore
ilk kiitle kayb1 %7’dir. Bu kayip ylizeye absorbe sudan kaynaklanmaktadir. Yaklagik
%24’k kiitle kayb1 polivinilalkole ait olabilir. Tiim kiitle kaybindan sonra kalan
%70 kiitle demir okside aittir.
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Sekil 3.25. MN-PVA TGA egrisi.

Metot 5 ile elde edilen MN-DX partikiiller 70°C vakum firinda kurutuldu.
Kurutulan nanopartikiillerin FTIR spektrumu Sekil 3.26’da verilmistir. Saf dekstrana
ait ozgil pik MN-DX partikiillerinde de mevcuttur. Bu pikler yilizeyde dekstran

oldugunu gostermektedir. Sekil 3.27°de ise SEM goriintiisii mevcuttur.
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Sekil 3.26. MN-DX FTIR spektrumu.
(a) Saf DX; (b) MN-DX; (c) MN-NH,.
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Sekil 3.27. MN-DX SEM goriintiisii.

Metot 6a ile sentezlenen OA kapli manyetik demir oksit nanopartikiillerin
(MN-NH2-OA) FTIR spektrumu Sekil 3.28’de ve OA molekiil yapist Sekil 3.29°da

verilmistir.
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Sekil 3.28. MN-OA FTIR spektrumu.
(a) MN-NH,-OA,; (b) Saf OA; (c) MN-NH,.
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Sekil 3.29. OA molekiil yapist.



59

Alkan C-H gerilmesi 3000cm™ civarindadir. 1700cm™ civarinda karboksilik
asit C=0 bag gerilmesi mevcuttur. 1200cm™’de C-C bag gerilmesi goriilmektedir.

Yiizeyde OA varlig1 spektrumdan anlasilmaktadir.

Saf OA TGA egrisi Sekil 3.30°da verilmistir. Analize gére 300°C’ye kadar
olan kiitle kayb1 %50°dir. Ikinci kiitle kayb1 300-400°C araligindadir ve kalan kiitle
%2’dir. MN-NH2-OA nanopartikiillerine ait TGA egrisi Sekil 3.31°de verilmistir.
375°C’ye kadar olan kiitle kayb1 yaklastk %13’tir. Bu kayip OA’ten
kaynaklanmaktadir. 650°C’den sonra kalan %80 kiitle demir okside aittir.
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Sekil 3.30. Saf OA TGA egrisi.

110

% KALAN KUTLE

% 80.6

T T T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700

SICAKLIK (°C)

Sekil 3.31. MN-NH2-OA TGA egrisi.
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Metot 6b ile sentezlenen ve hekzan ile ekstrakte edilip saklanan OA kaph
manyetik demir oksit nanopartikiillerin (MN-OH-OA) FTIR spektrumu Sekil 3.32’de

verilmistir. Yiizeyde OA varlig1 spektrumdan anlasilmaktadir.
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Sekil 3.32. MN-OH-OA FTIR spektrumu.
(a) Saf OA; (b) MN-OH-OA; (c) MN-OH.

Alkan C-H gerilmesi 3000cm™ civarindadir. 1700cm™ civarinda karboksilik
asit C=0 bag gerilmesi mevcuttur. 1200cm™’de C-C bag gerilmesi goriilmektedir.
Saf OA ait pektrumda gozlenen 06zgiil pikler MN-OH-OA partikiillerinde de

mevcuttur. Bu pikler ylizeyde OA varligin1 gostermektedir.

Metot 6b ile sentezlenen ve kloroform ile ekstrakte edilip saklanan OA kaph
manyetik demir oksit nanopartikiillerin (MN-OH-OA) FTIR spektrumu Sekil 3.33°te

verilmistir.

MN-OH-OA nanopartikiillerinin TGA egrisi Sekil 3.34’te verilmistir. Analize
gore 200°C’ye kadar olan kiitle kaybi1 yaklasik %10’dur. Bu kiitle kayb1 absorbe olan
sudan kaynaklanmaktadir. 200-375°C arasindaki kiitle kayb1 yaklasik %20°dir ve bu
fiziksel olarak yiizeye bagl oleik asidin kiitle kaybidir. 375-650°C araligindaki
yaklasik %10’luk ikinci kiitle kayb1 kimyasal olarak yiizeye baghh OA’in kaybidir.
Geri kalan %65°lik kiitle demir okside aittir.
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Sekil 3.33. MN-OH-OA FTIR spektrumu.
() MN-OH-0A,; (b) Saf OA; (c) MN-OH.
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Sekil 3.34. MN-OH-OA TGA egrisi.

Metot 7a ile elde edilen MN-DOP-MTI1 partikiillerine ait FTIR spektrumu
Sekil 3.35’te bulunmaktadir. FTIR spektrumunda 1600cm ™ den 1550cm™’e uzanan

bir pik goriilmektedir. Bu pikten aromatik C=C bag gerilmesi bulunmaktadir.

Yiizeyde dopamin varligim1 gostermektedir.
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Metot 7b ile elde edilen MN-DOP-MT2 partikiillerine ait FTIR spektrumu
Sekil 3.36’da bulunmaktadir. FTIR spektrumunda 1600cm™’den 1550cm™ e uzanan
bir pik goriilmektedir. Bu pikten aromatik C=C bag gerilmesi bulunmaktadir. Bu
yayvan pik yiizeyde dopaminin bagli oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3.35. MN-DOP-MT1 FTIR spektrumu.
(a) MN-OH; (b) MN-DOP-MTL.
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Sekil 3.36. MN-DOP-MT2 FTIR spektrumu.
(a) Saf DOP; (b) MN-OH; (c) MN-DOP-MT2.



63

Metot 7c ile elde edilen MN-DOP-MT3 partikiillerine ait FTIR spektrumu
Sekil 3.37°de bulunmaktadir. FTIR spektrumunda 1600cm ™’ den 1550cm™’e uzanan
bir pik goriilmektedir. Bu pikten aromatik C=C bag gerilmesi bulunmaktadir. SEM
ile elde edilen MN-DOP-MT3 goériintiisii Sekil 3.38’de verilmistir.
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Sekil 3.37. MN-DOP-MT3 FTIR spektrumu.
(a) Saf DOP; (b) MN-OH; (c) MN-DOP-MT3.

Sekil 3.38. MN-DOP-MT3 SEM goriintiisti.

Fiziksel Ozellik Olgiim Sistemi (PPMS) ile oda sicakhiginda elde edilen
manyetik histeresis egrisi Sekil 3.39°da verilmistir. Ms degeri 47.70 emu/g, Mr
degeri 1.05 emu/g ve He degeri 16.1 Oe’dir. Sekil 3.40°ta belirtilen Hc degerine gore
0 Oe degerine yakin oldugu icin bu egri nanopartikiillerin sliperparamanyetik 6zellik

tagidigini ve nanoboyutta oldugunu belirtmektedir.
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Sekil 3.39. MN-DOP-MT3 histeresis egrisi.
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Sekil 3.40. MN-DOP-MT3 histeresis egrisinde Hc ve Mr degerleri.

MN-DOP-MT3 TGA egrisi Sekil 3.41°de verilmistir. Analize gore 125°C’ye
kadar yaklasik %2’lik kiitle kayb1 mevcuttur. Bu kiitle kayb1 absorbe olan sudan
kaynaklanmaktadir. 500°C’ye kadar yaklasik %9 kiitle kayb1 mevcuttur. Bu kiitle
kaybi ylizeydeki dopaminden kaynaklanabilir. Kalan %90 kiitle demir okside aittir.
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Sekil 3.41. MN-DOP-MT3 TGA egrisi.

Metot 7d ile elde edilen dopamin ile modifiye olan nanopartikiiller (MN-DOP-
MT4) uygulama sonunda Sekil 3.42°de gorildiigii gibi organik fazdan su fazina
gegmistir. MN-DOP-MT4 ait FTIR spektrumu Sekil 3.43’te bulunmaktadir.

Ligant degisiminden

\
Su Su

Kloroform Kloroform

Once Sonra

Sekil 3.42. Ligant degisiminden 6nce ve sonra MNler.
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Sekil 3.43. MN-DOP-MT4 FTIR spektrumu.
(a) MN-OA-OH; (b) MN-DOP-MT4.

Alkan C-H gerilmesi 3000cm™ civarindadir. 1700cm™ civarinda karboksilik
asit C=0 bag gerilmesi mevcuttur. 1200cm™’de C-C bag gerilmesi goriilmektedir.
Ligant degisiminden sonra elde edilen spektrumda 1600cm™ civarinda uzanan bir pik
goriilmektedir. Bu pikten aromatik C=C bag gerilmesi bulunmaktadir. 3000cm™
civarindaki zayif pik ise hala ylizeyde OA’in bulundugunu gostermektedir.

MN-DOP-MT4 nanopartikiillerine ait TGA egrisi Sekil 3.44’te verilmistir.
Analize gore 300°C’ya kadar olan kiitle kayb1 yaklasik %13 tiir. Bu kiitle kaybi
yiizeye bagl olan dopaminden kaynaklanabilir. 600°C’ye kadar olan ikinci kiitle
kayb1 kimyasal olarak ylizeye bagli olan OA’ten kaynaklanabilir. Geri kalan yaklagik
%80’1ik kiitle demir okside aittir.
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Sekil 3.44. MN-DOP-MT4 TGA egrisi.

Metot 7e ile elde edilen DOP ile modifiye olan nanopartikiillere (MN-DOP-
MT5) ait FTIR spektrumu Sekil 3.45’te bulunmaktadir. Alkan C-H gerilmesi
3000cm™ civarindadir. 1700cm™ civarinda karboksilik asit C=O bag gerilmesi
mevcuttur. 1200cm™’de C-C bag gerilmesi goriilmektedir. Sonikasyon sonunda elde
edilen partikiillerde bulunan 3000cm™ civarindaki zayif pik ise hala yiizeyde OA’in

bulundugunu goéstermektedir.
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Sekil 3.45. MN-DOP-MT5 FTIR spektrumu.
(@) MN-OA-OH; (b) MN-DOP-MTS5.
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Metot 8a ile elde edilen MN-CAF-MT1 partikiillerine ait FTIR spektrumu
Sekil 3.46°da bulunmaktadir. Spektruma gore 3400cm™de bulunan pik =C-H
gerilmesine aittir. 3200cm™deki pik ise alkan C-H gerilmesine aittir. 1500cm™
civarindaki pik karbonil grubu (C=0) gerilmesidir. MN-CAF-MT1 spektrumundaki

1600cm™ civarindaki yayvan pik aromatik C=C bag gerilmesine aittir.
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Sekil 3.46. MN-CAF-MT1 FTIR spektrumu.
(a) MN-OH; (b) Saf CAF; (c) MN-CAF-MT1.

PPMS ile oda sicakliginda elde edilen manyetik histeresis egrisi Sekil 3.47°de
verilmistir. Ms degeri 45.80 emu/g, Mr degeri 0.47 emu/g ve Hec degeri 8 Oe’dir.
Sekil 3.48’de belirtilen Hc degerine gore 0 Oe degerine yakin oldugu i¢in bu egri
nanopartikiillerin siiperparamanyetik o6zellik tasidigin1 ve nanoboyutta oldugunu

belirtmektedir.
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MN-CAF-MT]1 partikiillerine ait TGA egrisi Sekil 3.49°da verilmistir. Analize

gore %3’liik ilk kiitle kayb1 absorbe olan sudan kaynaklanabilir. 500°C’ye kadar olan

%35’lik kiitle kaybi1 ylizeye bagli olan kafeik asitten kaynaklanabilir. Geri kalan

%92’lik kiitle ise demir okside aittir.
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Sekil 3.49. MN-CAF-MT1 TGA egrisi.

Metot 8b ile elde edilen MN-CAF-MT2 partikiilleri uygulama sonunda Sekil
3.50’de goriildiigli gibi organik fazdan su fazina gegmistir. MN-CAF-MT2
partikiillerine ait FTIR spektrumu Sekil 3.51°de bulunmaktadir.

Ligant degisiminden

Su
Su '

Kloroform Kloroform

Once Sonra

Sekil 3.50. Ligant degisiminden dnce ve sonra MNler.
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Sekil 3.51. MN-CAF-MT2 FTIR spektrumu.
(@) MN-CAF-MT2; (b) MN-OH.

Alkan C-H gerilmesi 3000cm™ civarindadir. 1700cm™ civarinda karboksilik
asit C=0 bag gerilmesi mevcuttur. Ligant degisimi sonunda 1500cm™ civarinda

aromatik C=C bag gerilmesi bulunmaktadir.

TLC ile ligant degisimi sonrasi siipernatanta gecen OA varligina bakilmistir
(Sekil 3.52). Yiiriitiicii faz olarak hekzan:dietileter:%100’lik asetik asit (7:3:0.1)

kullanilmistir. Ligant degisiminden sonra OA siipernatantta belirlenmistir.

Sekil 3.52. OA TLC ile belirlenmesi.
1: Saf OA; 2: Ligant degisiminden sonra organik fazda kalan OA.
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MN-CAF-MT?2 partikiillerine ait TGA egrisi Sekil 3.53’te verilmistir. Analize
gore 150°C’ye kadar olan yaklasik %5’lik ilk kiitle kaybi absorbe olan sudan
kaynaklanabilir. ikinci kiitle kayb1 500°C’ye kadar gerceklesmistir ve %84 kiitle
geriye kalmustir. Kiitle kayb1 yiizeye bagl kafeik asitten kaynaklanabilir. Ugiincii
kiitle kayb1 600°C’ye kadar gerceklesmis ve %70 kiitle geriye kalmistir. Bu kiitle
kaybi1 ise yiizeye kimyasal olarak bagli OA’ten kaynaklanabilir. %70 kalan kiitle

demir okside aittir.
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Sekil 3.53. MN-CAF-MT2 TGA egrisi.
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BOLUM 4

ALKOL DEHIDROGENAZ ENZIMLERI ICIN
REKOMBINANT SISTEMLERIN
GELISTIRILMESI

Nasil bu kiiciik samdanin 15181 ta uzaklara yayiliyorsa, bu hain diinyada yapilan

iyi bir ig de oyle parildar.

Shakespeare
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4. ADH ENZIMLERiI ICIN REKOMBINANT
SISTEMLERIN GELISTIRILMESI

4.1. Materyal ve Metot

4.1.1. Materyal

Kimyasal ve Cihazlar- Maya ekstrakti, pepton, sodyum kloriir, agar, glukoz, laktoz,
gliserol, B-merkaptoetanol, akrilamid, bis-akrillamid, hidroklorik asit, kalsiyum
kloriir dihidrat, tetrametiletilendiamin (TEMED), iire, sodyum fosfat mono bazik,
Triton X-100, imidazol, Tris(hidroksimetil)-aminometan ve L-arabinoz Merck
firmasindan satmn alindi. Izopropil-B-D-1-tiyogalaktopiranozit (IPTG), QIAGEN
firmasindan satin alindi. Ampisilin (Ampisina) Mustafa Nevzat firmasindan satin
alindi. Fenilmetansiilfonilflorit (PMSF), sodyum dodesil siilfat, guanidinhidrokloriir
ve sodyum fosfat dibazik Sigma firmasindan satin alindi. Kloramfenikol Fluka
firmasindan satin alindi. Magnezyum kloriir hekzahidrat, Atabay Kimya firmasindan
satin alindi. Banlin electronik marka sonikat6ér, BioRad marka mikroplate okuyucu,
Shimadzu marka Uv-vis spektrofotometre, Heidolph marka calkalayici, Beckman
marka santrifiij, Sartorius Basic marka tartt ve Heidolph marka manyetik karistirict

kullanilmastir.

Plazmidler ve Bakteri Suglari- E.coli BL21(DE3), E.coli Top10 (Invitrogen) ve
diger kullanilan bakteri suslari, pET14b (Invitrogen) vektorii Dog. Dr. Ayhan CELIK
tarafindan saglanmistir. pGro7 saperon plazmidi Dog. Dr. Ali TURKAN tarafindan
saglanmigtir. Bacillus thuringiensis kaynaklit ADH genini tasiyan pET14b plazmidi
bolimimiiz doktora 6grencisi Fatih AKTAS ve E.coli BL21(DE3) GOLD bakteri
susu Dog. Dr. Duran USTEK tarafindan saglanmustir.
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4.1.2. Metot

4.1.2.1. Staphylococcus saprophyticus Kaynaklh ADH Enzimi

Staphylococcus  saprophyticus Kaynakli Alkol Dehidrogenaz; Enziminin
Klonlanmasi-  Staphylococcus saprophyticus  bakterisinin  varsayilan alkol
dehidrogenaz geninin DNA baz dizileri incelenmis ve geni ¢ogaltacak DNA baz
dizileri belirlenmistir. PCR iiriiniiniin vektore ligasyonunu kolaylagtirmak amaci ile
yapiskan ug aciga cikacak sekilde primerlerle 5' ucuna Ndel endoniikleaz, 3' ucuna
Xhol endoniikleazina ait tanima dizileri (Ndel i¢in, 5-CATATG-3'; Xhol i¢in, 5'-
CTCGAG-3) ilave edilmistir. Kullanilan primer dizileri asagida verilmistir.

Ileri (Ndel) 5'-C GGT GTC CAT ATGAAAGCAGTTACTTATC

Geri (Xhol) 5'-CAC CTC GAG TTATGG TTT TAG AAT TAC

0.5 ml’lik PCR tiipline uygun hacimde Ipl genomik DNA (270ng/ul)
konularak tiip agz1 kapali sekilde buz iizerine alindi. 7.5ul destile su ve 2’ser ul ileri
ve geri yondeki primerlerden (40pmol) PCR tiipiine pipetlenerek ilave edildi.
Reaksiyon karigimi 2X Taq master PCR mix (NEB) ile 25ul’ye tamamlandi. Tiip
spin edildi ve tekrar buz iizerine koyuldu. Tiip PCR cihazina yerlestirildi ve uygun
PCR programi calistirildi. PCR karisimi 5 dakika 95°C’ye 1sitildi ve daha sonra
(95°C, 1 dakika; 57°C, 1 dakika; 68°C, 1.5 dakika) 29 dongiiliik cogaltim sonrasinda
68°C’de 10 dakika son uzatma islemi gergeklestirildi. Reaksiyon tamamlandiktan
sonra tlip vortekslendi, spin edildi ve buz iizerine birakildi. SSADH PCR iiriinii
%0.8’lik agaroz jelde yiiriitiildii.

Elde edilen 1.2 kbp sSADH PCR iiriiniiniin agaroz jelden geri kazanimi
QIlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) ile iiretici firmanin talimatlarina gore
gerceklestirildi.
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Kompetent Hiicre Hazirlanmast ve Plazmid Transformasyonu- TOP10 hiicre
stogundan 5ul, Sml’lik Luria Broth (LB) kiiltiriine (Atlas 2004) ekim yapildi.
37°C’de 180rpm’de gecelik biiyiimeye birakildi. TOP10 gecelik kiiltiiriinden alinan
Iml, 100ml LB besiyerine ekildi. ODgyp 0.3 olana kadar 37°C’de 180rpm’de
biiyiitiildii. ODggp istenilen degere ulastiginda kiiltiir, steril 50’lik falkona alinarak
9000rpm’de 10 dakika +4°C’de santrifiijlendi. Elde edilen hiicre pelletleri, 4ml
sogutulmus MgCl, ¢ozeltisi ile slispanse edildi. 5000rpm’de 10 dakika +4°C’de
santrifiijlendi. Stipernatant atildiktan sonra pellet 2ml sogutulmus CaCl, ¢ozeltisi ile
siispanse edildi ve buzda yarim saat bekletildi. inkiibasyon sonunda 4000rpm’de 10
dakika +4°C’de santrifiijlendi ve siipernatant atildi. Pellet, Iml 85 mM CaCl, (%15
gliserol iceren) cozeltisi ile slispanse edildi. 50°er pl mikrotiiplere alindi ve sivi

azotta donduruldu ve -70°C’de saklandi (Metot K).

3 puL pET14b plazmidi, -72°C stoktan alinan ve buz istiinde bekletilen
kompetent E.coli TOP10 hiicresine aktarildi ve buz istiinde 30 dakika bekletildi.
Bekleme sonrasinda tiip, 42°C’deki su banyosunda 50 sn tutularak tekrar buz iistiine
alindi. 200 uLL SOC besiyeri (Atlas 2004) ilavesiyle mikrotiip, 230 rpm’de 37°C’de 1
saat siireyle calkalanmaya birakild1. Inkiibasyon sonunda 100 pg/ml ampisilin iceren
LB/agar petrilerine cam boncuklar yardimiyla ekim yapildi ve 37°C’de gecelik
inkiibasyona birakildi (Metot T).

Plazmid Izolasyonu- pET14b plazmidini tasiyan TOP10 petrisinden alman tek
koloni, 5 mI’lik LB besiyerinde 180 rpm’de 37°C’de gecelik inkiibasyona birakildi.
Kiigiik kiiltiirden elde edilen hiicreler 10000 rpm’de 4°C'de 5 dakika santrifiijlendi.
Hiicre pelletlerinden QIAprep Spin Miniprep Kit and a Microcentrifuge (QIAGEN)

ile tiretici firmanin talimatlarina gére plazmid izolasyonu gerceklestirildi.

SSADH PCR Uriinii ve pET14b Plazmidinin Restriksiyon Enzimleriyle Kesimi-
Restriksiyon kesim karigimi; ssADH PCR iiriinii (35ul) ve pET 14b plazmid DNA
(50 puL), BSA (30X, 2 pL, New England BioLab), NEB 2 tampon (6 pL, New
England BioLab), Ndel (1 pL, New England BioLab) ve Xhol (1 pL, New England
BioLab) kesim enziminden olusmaktadir. Eppendorf tiiptine PCR iiriinii ve pET 14b
plazmid DNA ilave edildikten sonra BSA ve NEB tamponu pipetlenerek dikkatlice
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ilave edildi ve karisim buz iizerinde alindi. Restriksiyon enzimleri de ilave edildikten

sonra karistirildi ve spin edildi. 37°C’de 2 saat inkiibe edildi.

Baglanma Islemi ve Transformasyonu- Baglama islemi iretici firmanin (New
England BioLab) talimatlarina gére T4 DNA ligaz (Quick Ligation Kit) kullanilarak
gerceklestirildi. Restriksiyon kesimleri yapilmig SSADH PCR fiiriinii ve pET 14b
plazmidi (molar oran 3:1) eppendorf tiipiine alind1. Uzerine Quick Ligation tamponu
(10 uL) ve T4 DNA ligaz (1 uL) ilave edilerek karistirildi, spin edildi. Oda 25°C’de
15 dakika inkiibe edildi.

5 pL baglanma karigimi, Metot T de belirtildigi gibi -72°C stoktan alinan ve
buz istiinde bekletilen kompetent E.coli TOP10 hiicresine aktarildi ve 100 pg/ml
ampisilin iceren LB/agar petrilerine cam boncuklar yardimiyla ekim yapildi ve
37°C’de gecelik inkiibasyona birakildi. TOP10 petrisinden alinan tek koloni, 5 ml’lik
LB besiyerinde 180 rpm’de 37°C’de gecelik inkiibasyona birakildi. Kiigiik kiiltiirden
elde edilen hiicreler 10000 rpm’de 4°C'de 5 dakika santrifiijlendi. Plazmid DNA
saflagtirilmast icin QIAGEN (Qiaprep spin miniprep kit and microsentrifuge) kit
kullanildi. Vektore SSADH geninin basarili bir sekilde baglandigin1 dogrulamak igin

Ndel ve Xhol restriksiyon enzimleri kullanilarak restriksiyon analizi gergeklestirildi.

sSADH Ekspresyonu

sSADH plazmid Transformasyonu- 3 pL pADHSS plazmidi, Metot K’da belirtildigi
gibi hazirlanan kompetent E.coli BL21(DE3) ekspresyon strainine Metot T’de
belirtildigi gibi transforme edildi ve 100 pg/ml ampisilin iceren LB/agar petrilerine
cam boncuk yardimiyla ekim yapildi ve 37°C’de gecelik inkiibasyona birakildi.

ssADH Enziminin Oto-Indiiksiyon Besiyerinde Ekspresyonu ve Saflastirimasi-
pADHss plazmidini igeren E.coli BL21(DE3) petrisinden alinan tek koloni, 100
pug/ml ampisilin iceren 5 ml’lik LB besiyerinde 180 rpm’de 37°C’de gecelik
inkiibasyona birakildi. pADHSss plazmidini igeren gecelik BL21(DE3) kiiltiirtinden
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alman 500 pl, 100 pg/ml ampisilin ihtiva eden 50ml oto indiiksiyon besiyerine
(Studier 2005) eklendi. Gece boyu 30°C’de 180 rpm’de inkiibe edildi.

Oto-indiiksiyonu ile elde edilen pellet 20mM Tris-HCI, 500mM NaCl ve 5mM
imidazol (pH 7.8) tamponu ile siispanse edildi. 80ul Lizozim ve 4ul PMSF
¢ozeltisinden eklendikten sonra yarim saat buzda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
buz iizerinde 15 saniye sonikasyon 45 saniye sogutma islemi 6 kez uygulandi ve
santrifiijlenerek hiicre 6ziitii elde edildi (Metot S). Elde edilen hiicre 6ziitii Ni-affinite
kolona yiiklendi ve 20mM Tris-HCI, 200mM NaCl ve 25mM imidazol (pH 7.8) ile
yikandi. Daha sonra 20mM Tris-HCI, 200mM NaCl, 100mM, 200mM ve 400mM
imidazol (pH 7.8) gecirilerek eliisyonlar toplandi (Metot N).

SSADH Enziminin IPTG Indiiksiyonu ile Ekspresyonu- pADHSss plazmidini igeren
gecelik BL21(DE3) kiiltiiriinden alinan 500ul, 50 ml LB besiyeri igeren (100 pg/ml
ampisilin ihtiva eden) flaska aktarildi. ODggo degeri 0.4 olana dek 37°C 180 rpm’de
hiicreler biiyiitiildii. Istenilen ODggy degerine ulastiginda son konsantrasyonda
0.1mM IPTG ilave edildi. 4 saat 22°C’de inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonunda
flasklardaki bakteri kiiltiirleri, 50 ml’lik falkon tiiplere aktarilarak +4°C’de santrifiij
edildi. IPTG indiiksiyonu ile elde edilen pellet Metot S’deki gibi liziz edildi ve

santrifiijlenerek hiicre oziitii elde edildi.

sSADH Enziminin Terrific Broth Ekspresyonu- pADHSss plazmidini igeren gecelik
BL21(DE3) kiiltiiriinden alinan 100pl, 100 pg/ml ampisilin igeren 10ml TB
besiyerine eklendi (Hirakawa, Kamiya et al. 2004). Hiicreler 30°C’de gecelik
biiyiimeye birakildi (16 saat). TB ile elde edilen pellet Metot S’deki gibi liziz edildi

ve santrifiijlenerek hiicre 6ziitii elde edildi.

SSADH M9 Tuzlart Minimal Medium Ekspresyonu- pADHss plazmidini igeren
gecelik BL21(DE3) kiiltiirtinden aliman 100ul, 10 ml M9-MM besiyeri igeren (100
ug/ml ampisilin ihtiva eden) falkona aktarildi. ODgoo degeri 0.4 olana dek 37°C’de
180 rpm’de hiicreler biiyiitiildii ve 0.5 mM IPTG ilave edildi. 6 saat 25°C’de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda 9000rpm’de 10 dakika +4°C’de
santrifiijlendi. M9-MM besiyeri ile elde edilen pellet, Metot S’deki gibi liziz edildi

ve santrifiijlenerek hiicre 6ziitii elde edildi.
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ssADH Plazmidinin Farkl Hiicrelere Transformasyonu ve Ekspresyonu

Rosetta(DE3) ve TOP10- 4ul sSADH geninini tasiyan pET14b plazmidi Metot
T’deki gibi Metot K’da belirtildigi gibi hazirlanan kompetent Rosetta(DE3) ve
TOP10 hiicrelerine transfer edildi. 100pg/ml ampisilin iceren LB/agar petrilerine
ekim yapildi ve 37°C’de gecelik biliyiimeye birakildi. pADHSS plazmidini igeren
E.coli Rosetta(DE3) ve TOP10 petrisinden alinan tek koloni, 100 ug/ml ampisilin
iceren 5 ml’lik LB besiyerinde 180 rpm’de 37°C’de gecelik inkiibasyona birakildi.
pADHSss plazmidini iceren gecelik E.coli Rosetta(DE3) ve TOPI10 kiiltiirlerinden
alman Iml, 100 pg/ml ampisilin ihtiva eden 100ml oto-indiiksiyon besiyerine
aktarildi. Gece boyu 30°C’de 180 rpm’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
flasklardaki bakteri kiiltiirleri, 50 ml’lik falkon tiiplere aktarilarak 4°C’de santrifiij
edildi. Rosetta(DE3) ve TOP10 hiicre pelletleri Metot S’deki gibi liziz edildi ve

santrifiijlenerek hiicre 6ziitii elde edildi.

Rosetta (DE3) pLysS- 4ul pADHSS plazmidi, Metot K’da belirtildigi gibi kompetent
E.coli Rosetta(DE3) pLysS ekspresyon strainine Metot T’deki gibi transforme edildi.
100pg/ml ampisilin ve 20pg/ml kloramfenikol igeren LB/agar petrilerine cam
boncuklar yardimiyla ekilerek, 37°C’de gecelik inkiibasyona birakildi. pADHSss
plazmidini i¢eren E.coli Rosetta(DE3) plysS petrisinden alinan tek koloni, 100 pg/ml
ampisilin ve 20 pg/ml kloramfenikol iceren 5 ml’lik LB besiyerinde 180 rpm’de
37°C’de gecelik inkiibasyona birakildi. pADHsSS plazmidini igeren gecelik E.coli
Rosetta(DE3) plysS kiiltiirinden alinan 1 ml, 100 pg/ml ampisilin ve 20ug/ml
kloramfenikol ihtiva eden 100 ml LB besiyerine eklendi. ODggo degeri 0.4 olana dek
37°C’de 180 rpm’de hiicreler biyiitiildii ve 0.1mM IPTG ilave edildi. 2.5 saat
25°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda flasklardaki bakteri kiiltiirleri,
50 ml’lik falkon tiiplere aktarilarak +4°C’de santrifiij edildi. Ekspresyon sonunda
elde edilen pellet Metot S’deki gibi liziz edildi ve santrifiijlenerek hiicre 6ziitii elde
edildi.

sSADH Ekspresyonuna Tuz Etkisi- pADHss plazmidini igeren E.coli BL21(DE3)

petrisinden alinan tek koloni, 100 pg/ml ampisilin igeren 5 ml’lik LB besiyerinde
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180 rpm’de 37°C’de gecelik inkiibasyona birakildi. pADHSS plazmidini igeren
gecelik E.coli BL21(DE3) kiiltiiriinden alinan 500 pl, 100 pg/ml ampisilin ihtiva
eden 50 ml farkli tuz konsantrasyonlar1 iceren LB besiyerlerine ekildi. ODggg degeri
0.4 olana dek 37°C 180 rpm’de hiicreler biiyiitiildii ve son konsantrasyonda 0.1mM
IPTG ilave edildi. 4 saat 25°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
flasklardaki bakteri kiilttirleri, 50 ml’lik falkon tiiplere aktarilarak +4°C’de santrifiij
edildi. Elde edilen pelletler Metot 1S’deki gibi liziz edildi ve santrifiijlenerek hiicre

oziitli elde edildi.

sSADH Ekspresyonuna Ist Sokunun Etkisi- pADHss plazmidini igeren E.coli
BL21(DE3) petrisinden alinan tek koloni ile biiyiitillen gecelik E.coli BL21(DE3)
kiiltiirtinden alman 500ul, 100 pg/ml ampisilin ihtiva eden 50 ml LB besiyerine
ekildi. ODggy degeri 0.4 olana dek 37°C 180 rpm’de hiicreler biyiitildi.
Indiiksiyondan yarim saat once 42°C’de 20 dakika 140rpm’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda son konsantrasyonda 0.1mM IPTG ilave edildikten sonra 4 saat
25°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda flasklardaki bakteri kiiltiirleri,
50 ml’lik falkon tiiplere aktarilarak 4°C’de santrifiij edildi. Elde edilen pellet Metot

S’deki gibi liziz edildi ve santrifiijlenerek hiicre 6ziitii elde edildi.

sSADH Ekspresyonuna Benzil Alkoliin Etkisi- pADHsS plazmidini i¢eren E.coli
BL21(DE3) petrisinden alinan tek koloni ile biiyiitiilen gecelik E.coli BL21(DE3)
kiiltiirtinden alinan 300ul, 100 pg/ml ampisilin ihtiva eden 20ml LB besiyerine
ekildi. ODggo degeri 0.4 olana dek 23°C’de hiicreler biiyiitiildii. indiiklemeden once
farkli konsantrasyonlarda BA ilave edildi ve 20 dakika 23°C’de inkiibe edildi. 20
dakika sonunda son konsantrasyonu 0.lmM IPTG ilave edildi. 23°C’de 20saat
inkiibasyona birakildi. 20 saat sonunda da ODgyy degeri bakildiktan sonra hiicreler
santrifiijlendi. Elde edilen pelletler, Metot S’deki gibi liziz edildi ve santrifiijlenerek

hiicre oziitl elde edildi.

sSADH Ekspresyonuna Betain Monohidrat Etkisi- pADHss plazmidini tasiyan
E.coli BL21(DE3) GOLD petrisinden alinan tek koloni ile biiyiitiilen gecelik E.coli
BL21(DE3) GOLD Kkiiltiirtinden alinan 400pl, 100 pg/ml ampisilin ihtiva eden 20ml
0.5M NaCl iceren LB besiyerine ekildi. ODgyo degeri 0.4 olana kadar 37°C’de
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180rpm’de biiyiimeye birakildi. Indiiklemeden yarim saat 6nce son konsantrasyonu
SmM olacak sekilde betain monohidrat eklendi ve yarim saat sonra son
konsantrasyonu 0.1mM olacak sekilde IPTG eklendi. 30°C’de 180rpm’de 2 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kiiltiir, 9000rpm’de +4°C’de 10 dakika
santrifiijlendi. Elde edilen pellet Metot S’deki gibi liziz edildi ve santrifiijlenerek

hiicre oziiti elde edildi.

ssADH ve Saperon Koekspresyonu

BL21(DE3) GOLD Kompetent Hiicre Hazirlanmast ve pGro7 Plazmid
Transformasyonu- BL21(DE3) GOLD hiicre stogundan 5ul, 100pug/ml ampisilin
iceren Sml’lik LB kiiltliriine ekim yapildi. 37°C’de 180rpm’de gecelik biiylimeye
birakildi. BL21(DE3) GOLD gecelik kiiltiiriinden alinan 1ml, 100ml LB besiyerine
ekildi ve Metot K’da belirtildigi gibi kompetent hiicre hazirlandi. Kompetent
hiicreler -70°C’de saklandi.

3ul GroES ve GroEL saperon genlerini i¢eren pGro7 plazmidi, -70°C’deki
stoktan alinan ve buz dstiinde bekletilen kompetent E.coli BL21(DE3) GOLD
hiicresine Metot T deki gibi transfer edildi. 20ug/ml kloramfenikol igeren LB/agar
petrilerine ekim yapildi. 37°C’de gecelik inkiibasyona birakildi.

pGro7 Plazmidi iceren BL21(DE3) GOLD Kompetent Hiicre Hazirlanmasi ve
pADHSss Transformasyonu- GroES ve GroEL genlerini tasiyan pGro7 plazmidini
tastyan E.coli BL21(DE3) GOLD petrisinden alinan tek koloni, 20 pg/ml
kloramfenikol igeren 5 ml’lik LB besiyerinde 180 rpm’de 37°C’de gecelik
inkiibasyona birakildi. pGro7 plazmidini iceren BL21(DE3) GOLD gecelik
kiiltiirlinden Iml, 20pg/ml kloramfenikol igeren 100ml LB besiyerine ekilerek Metot
K’da belirtildigi gibi kompetent hiicre hazirlandi.

3ul pADHSsS plazmidi, pGro7 plazmidini tasiyan kompetent E.coli BL21(DE3)
GOLD hiicresine Metot T’deki gibi transfer edildi. 100pg/ml ampisilin ve 20pg/ml

kloramfenikol igeren LB/agar petrilerine ekim yapildi. 37°C’de gecelik inkiibasyona
birakildu.
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ADHss ve Saperonlarin Koekspresyonu- pPADHss ve pGro7 plazmidlerini tagiyan
BL21(DE3) GOLD petrisinden alinan tek koloni, 100pg/ml ampisilin ve 20ug/ml
kloramfenikol igeren Sml’lik LB besiyerine ekildi ve 37°C’de 180rpm’de gecelik
bliylimeye birakildi.

pADHss ve pGro7 plazmidlerini tasiyan BL21(DE3) GOLD gecelik
kiiltiirtinden alinan 1ml, 100pg/ml ampisilin, 20pg/ml kloramfenikol ve 0.5mg/ml L-
arabinoz igeren 100ml LB besiyerine ekildi. ODggo degeri 0.4 olana kadar 37°C’de
180rpm’de biiylimeye birakildi. ODgop degeri istenilen degere ulastiginda son
konsantrasyonu 0.ImM olacak sekilde IPTG ilave edildi ve 30°C’de 4 saat
180rpm’de inkiibe edildi. 2 ve 4 saat sonunda kiiltiirden alinan 50ml, 9000rpm’de
+4°C’de 10dakika santrifiijlendi. 2 ve 4. saat sonunda elde edilen pelletler, Metot

S’deki gibi liziz edildi ve santrifiijlenerek hiicre 6ziitii elde edildi.

SSADH Enziminin Inkliizyon Cisimcigi Olarak Saflastirdmasi- Oto-indiiksiyon
besiyerinden elde edilen pellete (1.46g) gram basina 4ml 20mM Tris-HCI (pH 7.8),
0.5NaCl, 5SmM imidazol, 4ul PMSF ve 80ul lizozim ¢ozeltisi ilave edildi. Buz
lizerinde yarim saat inkiibe edildi ve tekrar buz iizerinde 15 saniye sonikasyon 45
saniye sogutma islemi 6 kez uygulandi. 9000rpm’de yarim saat ¢oktiiriildii.
Sonikasyon sonrasi elde edilen pellet 20mM Tris-HCI, 5mM imidazol, 0.5M NacCl,
20mM NaH,POy (pH 7.4), %0,5 Triton X-100 (gram pellet basina 10ml) ile slispanse
edildi ve bir kez 15 saniye sonike edildi. Buz iistiinde 20 dakika inkiibe edildikten
sonra +4°C’de 30 dakika santrifijlendi. Bu islem iki kez uygulandi.
Santrifiijlendikten sonra elde edilen pellet, 20mM Tris-HCI, 8M iire, 0.5M NacCl,
20mM NaH2PO4 (pH 8.0) (gram pellet basina 10ml) ile siispanse edildi ve bir kez 15
saniye sonike edildi. Buz tistiinde 20 dakika inkiibe edildikten sonra +4°C’de 30
dakika santrifiijlendi. Ni*? afinite kolonu 20mM Tris-HCI, 8M iire, 0.5M NaCl, 5mM
imidazol, 20mM NaH,PO, (pH 8.0) ile dengelendi. 8M iire ile ¢oziiniir hale gelen
protein kolona yiiklendi. Kolon hacminin 5 kati hacimde (Sml) 20mM Tris-HClI,
20mM imidazol, 8M iire, 0.5M NaCl, 20mM NaH,PO,4 (pH 8.0) gecirilerek zayif
baglanan proteinler uzaklastirildi. Dogrusal olarak 8-OM iire gradienti ile kolondon
tire uzaklastirildi. En son kolon hacminin 5 kat1 hacminde (5ml) 20mM Tris-HCI,
0.5M NaCl, 20mM NaH,PO4 (pH 8.0) gegirildi. 20mM Tris-HCI, 400mM imidazol,
0.5M NaCl, 20mM NaH,PO, (pH 7.4) ile kolondan protein alindi. 400mM imidazol
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ile kolondan ¢ikan eliisyon konsantre edildi ve PD10 kolondan geg¢irilerek tamponu

50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.5) ile degistirildi.

sSADH Enziminin in vitro Tekrar Katlanma Calismalari

Metot 1- Oto-indiiksiyon besiyerinden elde edilen pellete (1.3) gram basina 4ml
20mM Tris-HCI, 0.5M NaCl, 5mM imidazol (pH 7.8) tamponu, 4ul PMSF ve 80ul
lizozim ¢ozeltisi ilave edildi. Buz lizerinde yarim saat inkiibe edildi ve tekrar buz
tizerinde 15 saniye sonikasyon 45 saniye sogutma islemi 5 kez uygulandi.
9000rpm’de yarim saat santrifiijlendi. Elde edilen pellet 2M {ire, 20mM Tris-HCI,
0.5M NacCl, %2 Triton X-100 (pH 8) (gram basma 10ml) ile siispanse edildi ve bir
kez 15 saniye sonike edildi. 20 dakika buzda inkiibe edildikten sonra yarim saat
santrifiijlendi. Elde edilen pellet 6M guanidin HC1, 20mM Tris-HCI, 0.5M NacCl,
5mM imidazol, 1 mM B-merkaptoetanol (pH 8.0) ile siispanse edildi. +4°C’de 1 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda yarim saat santrifiijlendi. Ni*? afinite kolonu
baglanma tamponu olan 20mM Tris-HCI, 0.5M NaCl, 5mM imidazol, 1mM -
merkaptoetanol (pH 8.0) tamponu ile dengelendi. Guanidin HCI ile soluble hale
gelen protein kolona yiiklendi. Dogrusal olarak 6-OM iire (20mM Tris-HCI, 0.5M
NaCl, 5mM imidazol, 1 mM B-merkaptoetanol (pH 8.0)) gradienti uygulandi. Ure
uzaklagtirildiktan sonra 10 kolon hacmi (10ml) tekrar katlanma tamponu (20mM
Tris-HCI, 0.5M NaCl, 5mM imidazol, 1mM B-merkaptoetanol (pH 8.0)) gegcirildi. 5-
400mM imidazol, 20mM Tris-HCI, 0.5M NaCl, 1 mM B-merkaptoetanol (pH 8.0) ile
kolondan fraksiyonlar alindi. 100 ve 400mM imidazol ile kolondan ¢ikan eliisyonlar
konsantre edildi ve PD10 kolondan gegirilerek tamponu 50mM sodyum fosfat
tamponu (pH 7.5) ile degistirildi.

Metot 2- Oto-indiiksiyon besiyerinden elde edilen pellete (1.18g) gram basina 4ml
20mM Tris-HCl, 0.5M NaCl, 5mM imidazol (pH 7.8), 4ul PMSF ve 80ul lizozim
cozeltisinden ilave edildi. Buz iizerinde yarim saat inkiibe edildi ve tekrar buz
tizerinde 15 saniye sonikasyon 45 saniye sogutma islemi 5 kez uyguland.
9000rpm’de yarim saat santrifiijlendi. Elde edilen pellet 2M {ire, 20mM Tris-HCI,
0.5M NaCl, %2 Triton X-100 (pH 8) ile siispanse edildi ve bir kez 15 saniye sonike
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edildi. 20 dakika buzda inkiibe edildikten sonra yarim saat santrifiijjlendi. Yikama
islemi bir kere daha tekrarlandi. Elde edilen pellet 6M guanidin HCI, 20mM Tris-
HCI, 20mM B-merkaptoetanol (pH 8.0) (baglanma tamponu) ile siispanse edildi. Oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda yarim saat santrifiijlendi. Ni*?
afinite kolonu baglanma tamponu ile dengelendi. Siipernatant 1:1 oraninda seyreltilip
kolona yiiklendi. 5 kolon hacmi 20mM Tris-HCI, 10mM B-merkaptoetanol (pH 8.0)
ile yikandi. 5 kolon hacmi 20mM Tris-HCI, 10mM pB-merkaptoetanol, 20mM
imidazol (pH 8,0) ile yikandi. 10 kolon hacmi %0.1 Triton X-100, 20mM Tris-HCI,
0.5M NacCl, 10mM B-merkaptoetanol (pH 7.5) ile yikandi. 10 kolon hacmi 5mM f3-
siklodekstrin, 20mM Tris-HCI, 0.1M NaCl, 10mM B-merkaptoetanol (pH 7.5) ile
yikandi. En son 10 kolon hacmi 20mM Tris-HCI, 0.1M NaCl, 10mM -
merkaptoetanol (pH 7.5) ile yikandiktan sonra eliisyon 400mM imidazol 20mM Tris-
HCI, 0.1M NaCl, 10mM B-merkaptoetanol (pH 7.5) tamponu ile yapildi. Kolondan
¢ikan eliisyon konsantre edildi ve PDI10 kolondan gegirilerek tamponu 50mM
sodyum fosfat tamponu (pH 7.5) ile degistirildi.

Metot 3- Oto-indiiksiyon besiyerinden elde edilen pellete (1.18g) gram basina 4ml
20mM Tris-HCI, 0.5M NaCl, 5mM imidazol (pH 7.8), 4ul PMSF ve 80ul lizozim
cozeltisinden ilave edildi. Buz ilizerinde yarim saat inkiibe edildi ve tekrar buz
tizerinde 15 saniye sonikasyon 45 saniye sogutma islemi 5 kez uygulandu.
9000rpm’de yarim saat santrifiijlendi. Elde edilen pellet 2M {ire, 20mM Tris-HCI,
0.5M NaCl, %2 Triton X-100 (pH 8) ile siispanse edildi ve bir kez 15 saniye sonike
edildi. 20 dakika buzda inkiibe edildikten sonra yarim saat santrifiijjlendi. Yikama
islemi bir kere daha tekrarlandi. Elde edilen pellet 6M guanidin HCI, 20mM Tris-
HCI, 20mM B-merkaptoetanol (pH 8.0) (baglanma tamponu) ile siispanse edildi. Oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Son konsantrasyonu 10uM olacak sekilde ZnCl;
eklendi (Rudolph, Gerschitz et al. 1978) ve yarim saat daha inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda yarim saat santrifiijlendi. Ni*2 afinite kolonu baglanma tamponu
ile dengelendi. Guanidin HCI ile soluble hale gelen protein kolona yiiklendi.
Dogrusal olarak 6-OM iire (20mM Tris-HCI, 0.5M NaCl, 5mM imidazol, 1mM -
merkaptoetanol (pH 8.0)) gradienti uygulandi. Ure uzaklastirildiktan sonra 10 kolon
hacmi (10ml) katlanma tamponu (20mM Tris-HCI, 0.5M NaCl, 5mM imidazol,
1mM pB-merkaptoetanol (pH 8.0)) gegirildi. 5-400mM imidazol, 20mM Tris-HCI,
0.5M NaCl, ImM pB-merkaptoetanol (pH 8.0) ile kolondan fraksiyonlar alindu.
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400mM imidazol ile kolondan ¢ikan eliisyonlar konsantre edildi. Son konsantrasyonu
ImM olacak sekilde ZnCl, eklendi. Buz iizerinde yarim saat inkiibe edilen enzim
PD10 kolondan gegirilerek tamponu 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.5) ile
degistirildi.

Protein Miktarimin Belirlenmesi- Protein konsantrasyonu Bradford metodu ile
belirlenmistir (Bradford 1976). 0.05-0.5 mg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarda
BSA standartlar1 hazirlandi. Hazirlanan standartlardan ve SSADH enziminden 10ul
ve 200 pl Bradford reaktifi [Bradford reaktifi + destile su 1:4 (v/v)] ilavesiyle 96
kuyucuklu Mikroplate okuyucuda, standartlara ve 6rneklere ait absorbans degerleri
595 nm’de okundu.

MALDI-TOF ile Kiitlenin Belirlenmesi- in vitro tekrar katlanma islemlerinden
Metot 3 ile elde edilen SSADH enzimine (50ul, 0.125mg) 500ul %20’lik TCA
eklendi. Yarim saat buzda bekletildi. 12000rpm’de 10 dakika santrifiijlendi.
Stipernatant uzaklastirildi. Pellet 500ul sogutulmus aseton ile yikandi. 5 dakika
buzda bekletildi. Tekrar 10 dakika santrifiijlendi. Pellet 20dakika oda sicakliginda
kurutuldu. kurutulan pellet 50ul formik asit/su/izopropanol (1:3:2) ile siispanse
edildi. 4mg sinapinik asidin 200pl izopropanol/suda (1:1) doygun ¢ozeltisi
hazirlandi. farkli oranlarda protein ve matriks karigimlart hazirlandi. Numuneler

hedefe damlatildi ve kurutulmaya birakildi.

sSADH Aktivitesinin Belirlenmesi- Saflastirilan ve in vitro tekrar katlandigi
diisiiniilen SSADH enziminin keton ve etanole karsi aktivitesine bakildi. Dogru

katlanmanin gergeklestigini anlamak i¢in baska bir yol olan substrat gibi davranan

elektron alicist K3[Fe(CN)g] kullanildi (Roberts, Celik et al. 2003).

4.1.2.2. Bacillus thuringiensis Kaynaklh ADH Enzimi

pADHDbt Plazmidinin Transformasyonu- 3 uL pADHbt plazmidi, Metot K’da
belirtildigi gibi hazirlanan kompetent E.coli BL21(DE3) ekspresyon susuna Metot
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T’de belirtildigi gibi aktarildi ve 100 pg/ml ampisilin iceren LB/agar petrilerine cam
boncuk yardimiyla ekim yapildi ve 37°C’de gecelik inkiibasyona birakildi.

btADH Enziminin Oto-Indiiksiyon Besiyerinde Ekspresyonu ve Saflastirdmasi-
pADHDbt plazmidini igeren E.coli BL21(DE3) petrisinden alinan tek koloni, 100
png/ml ampisilin iceren 5 ml’lik LB besiyerinde 180 rpm’de 37°C’de gecelik
inkiibasyona birakildi. pADHDbt plazmidini igeren gecelik BL21(DE3) kiiltiiriinden
alman 500 ul, 100 pg/ml ampisilin ihtiva eden 50ml oto indiiksiyon besiyerine
eklendi. Gece boyu 30°C’de 180 rpm’de inkiibe edildi.

Oto-indiiksiyonu ile elde edilen pellet 20mM Tris-HCI, 500mM NaCl ve 5mM
imidazol (pH 7.8) tamponu ile siispanse edildi. 80ul Lizozim ve 4ul PMSF
¢ozeltisinden eklendikten sonra yarim saat buzda inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
buz lizerinde 15 saniye sonikasyon 45 saniye sogutma islemi 6 kez uygulandi ve
santrifiijlenerek hiicre 6ziitii elde edildi. Elde edilen hiicre 6ziitii Ni-affinite kolona
yiiklendi ve 20mM Tris-HCI, 200mM NaCl ve 25mM imidazol (pH 7.8) ile yikand:.
Daha sonra 20mM Tris-HCI, 200mM NaCl, 100mM, 200mM ve 400mM imidazol
(pH 7.8) gecirilerek eliisyonlar toplandi. Kolondan ¢ikan eliisyonlar konsantre edildi
ve PDI10 kolondan gecirilerek tamponu 50mM fosfat tamponu (pH 7.5) ile
degistirildi.
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4.2. Sonug¢

4.2.1. Staphylococcus saprophyticus Kaynaklh ADH Enzimi

SSADH genine ait PCR iirliniiniin agaroz jel goriintiisii Sekil 4.1’de verilmistir.

SSADH genine ait PCR iirlinii beklenildigi gibi 1.2 kbp’lik bir bant vermistir.

bp M 1

&
o
=3
I=3

ssADH
1152bp

-
O
I=3

Sekil 4.1. sSSADH geni PCR reaksiyon iiriiniine ait agaroz jel goriintiisii.
M: 1 kbp’lik DNA marker; 1: SSADH genine ait PCR {iriinii.

SSADH geni PCR ile ¢ogaltildiktan sonra klonlama vektorii olarak kullanilacak
olan pET 14b plazmidinin hazirlanmasi gergeklestirilmistir. SSADH genine ait PCR
triinii ve klonlama vektorii olarak kullanilan pET 14b plazmidinin Ndel/Xhol
restriksiyon enzimleriyle kesimleri gerceklestirilmistir. Kesim reaksiyonunda elde
edilen iirlinlere ait agaroz jel goriintiisii Sekil 4.2°de verilmistir. Kesim islemi
sonunda sSADH genine ait PCR iiriinii ve pET 14b plazmid DNA’s1 tek bant

vermistir.
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Sekil 4.2. sSADH PCR iiriinii ve pET 14b plazmidinin restriksiyon enzimleriyle
kesimi.
M: 1 kbp’lik DNA marker; 1: SSADH geni PCR {iriinii; 2: pET 14b plazmidi.

Ndel ve Xhol restriksiyon enzimleri kullanilarak pADHSS ve pET14b plazmidi
restriksiyon analizi gergeklestirildi (Sekil 4.3).

bp M 1 2 3 4
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Sekil 4.3. Restriksiyon analizi.

M: 1 kbp’lik DNA marker; 1: Ndel kesimi sonrasi pET14b plazmidi; 2: Ndel/Xhol kesimi sonrasi

PET 14b plazmidi; 3: Ndel kesimi sonrast pADHss plazmidi; 4: Ndel/Xhol kesimi sonrast pADHSS
plazmidi.
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sSADH Ekspresyonu

sSADH Enziminin Oto-indiiksiyon Besiyerinde Ekspresyonu- Oto-indiiksiyon
besiyerinden sonikasyon sonrasi elde edilen SSADH geni iceren plazmidi tasiyan

BL21(DE23) hiicre 6ziitii SDS-PAGE yontemi ile goriintiilendi (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Oto-indiiksiyon besiyerinde SSADH ekspresyonu.
M: Marker; 1: Ekspresyon pelleti; 2: Hiicre 6zitii.

Elde edilen hiicre 6ziitii Ni-afinite kolona yiiklendikten sonra eliisyonlardan
alinan 6rnekler SDS-PAGE ile goriintiilendi (Sekil 4.5).

kba M 1 2 3 4 5

66 —

Sekil 4.5. sSSADH saflagtirilmasi.

M: Marker; 1: Ekspresyon pelleti; 2: Sonikasyon sonrasi pellet; 3: Sonikasyon sonrast hiicre 6ziitii; 4:

Hiicre 6ziitii kolon ¢ikis; 5: Hiicre 6ziiti 400mM imidazol ile kolon ¢ikis.
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SDS-PAGE goriintiisii  ile kolondan herhangi bir protein alinmadig:
anlasilmistir. SSADH enziminin oto-indiiksiyon besiyerinde uzun siire 30°C’de
inkiibe edildigi i¢in (18 saat) ¢ok fazla eksprese oldugu ve inkliizyon cisimcigi olarak
hiicre tarafindan inaktif forma donistigii distinilmistir. Bu yilizden IPTG

indiiklemesiyle sicakligi ve siireyi azaltarak SSADH enzimi eksprese edilmistir.

SSADH Enziminin IPTG Indiiksiyonu ile Ekspresyonu- Kontrol grubu olarak
pET14b vektoriinii ve IPTG indiiksiyon esnasinda pADHSS plazmidini igeren
BL21(DE3) bakteri Kkiiltiirlerinden alinan orneklerde SDS-PAGE ile ssADH
enziminin ekspresyonuna bakildi (Sekil 4.6).

&
|
ne

Sekil 4.6. IPTG indiiksiyon yontemiyle SSADH enziminin ekspresyonu.

M: Marker; 1: IPTG sonras1 3 saat kontrol; 2: IPTG sonras1 3 saat SSADH; 3: IPTG sonras1 4 saat
kontrol; 4: IPTG sonras1 4 saat SSADH.

IPTG indiiklemesiyle elde edilen pelletler, liziz edildikten sonra hem kontrol
ve pADHSss plazmidini tasiyan BL21(DE3) hiicre pelletlerinden hem de hiicre
oOziitlerinden alinan 6rnekler SDS-PAGE ile goriintiilendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Liziz isleminden sonra SSADH ve kontroliin SDS-PAGE goriintiisii.
M: Marker; 1: Sonikasyon sonrasi kontrol pellet; 2: Sonikasyon sonras1 SSADH pellet; 3: Kontrol

hiicre 6ziitl; 4: SSADH hiicre 6ziitii.

IPTG indiiklemesiyle elde edilen sonug, oto-indiiksiyon besiyeri ile elde edilen
sonu¢la aynidir. SSADH enziminin inkliizyon cisimcigi olarak eksprese oldugu

anlasilmistir. Ekspresyon i¢in farkli besiyerleri denenmistir.

sSADH Enziminin Farkli Sartlarda Ekspresyonu- sSADH enzimi farkli sicaklik,
besiyeri ve suslarda ekspresyonu sonucu inkliizyon cisimcigi olarak elde edilmistir.
Farkli tuz konsantrasyonlarinda hazirlanan LB besiyerlerinde SSADH enzimi bu

sartlar altinda da inkliizyon cisimcigi olarak eksprese olmustur.

ssADH Ekspresyonuna Ist Sokunun Etkisi- Is1 soku uygulanan pADHss plazmidini
iceren BL21(DE3) hiicre kiiltiiriinden alinan 6rnekler SDS-PAGE ile goriintiilendi
(Sekil 4.8). sSSADH proteinin sonikasyon sonrasinda pellette kaldigi in vivo dogru

katlanma gerceklesmemistir.
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Sekil 4.8. Is1 sokunun SSADH enzim ekspresyonuna etkisi.

M: Marker; 1: IPTG o6ncesi; 2: IPTG sonrasi 4 saat; 3: Sonikasyon sonrasi pellet; 4: Hiicre 6ziitii.

ssADH Ekspresyonuna Benzil Alkoliin Etkisi- Sonikasyon sonrasi kontrol grubu
hiicre ozitii ve farkli konsantrasyonlarda benzil alkol ilave edilmis pADHSS
plazmidini igeren BL21(DE3) pellet ve hiicre 6ziitii SDS-PAGE ile goriintiilendi
(Sekil 4.9 ve 4.10).

Sekil 4.9. sSSADH Ekspresyonuna Benzil Alkoliin Etkisi (0-4mM).
M: Marker; 1: Kontrol hiicre 6ziitii; 2: SSADH pellet 0 mM BA; 3: sSADH hiicre 6ziiti 0 mM BA; 4:
sSADH pellet 2 mM BA; 5: ssADH hiicre 6ziiti 2 mM BA; 6: sSADH pellet 3 mM BA; 7: ssADH
hiicre 6ziiti 3 mM BA; 8: sSADH pellet 4 mM BA, 9: sSADH hiicre 6ziiti 4 mM BA.
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Sekil 4.10. sSSADH Ekspresyonuna Benzil Alkoliin Etkisi (5-10mM).
M: Marker; 1: Kontrol hiicre 6ziitii; 2: SSADH pellet 5 mM BA; 3: sSADH hiicre 6ziitli 5 mM BA; 4:
SSADH pellet 6 mM BA; 5: sSADH hiicre 6ziiti 6 mM BA; 6: sSADH pellet 8 mM BA; 7: ssADH
hiicre 6ziiti 8 mM BA; 8: sSADH pellet 10 mM BA,; 9: sSADH hiicre 6ziitii 10 mM BA.

6,8 ve 10mM benzil alkoliin ilave edildigi besiyerlerinde SSADH oziitiinde
kontrol hiicre oziitinde olmayan bant gozlenmesi nedeniyle bu hiicre Oziitleri
birlestirilip konsantre edildi ve Ni-afinite kolona yiiklendi. Ancak eliisyonlardan
alinan ornekler SDS-PAGE ile goriintiilendiginde kolondan herhangi bir proteinin

alinmadig: anlasildi.

sSADH Ekspresyonuna Betain Monohidrat Etkisi- Betain monohidrat ilave edilmis
kontrol grubu hiicre 6ziitii ve pADHSS vektoriinii igeren BL21(DE3) pellet ve hiicre
oziitii SDS-PAGE ile goriintiilendi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. SSADH ekspresyonuna betain monohidratin etkisi.
M: Marker; 1: IPTG o6ncesi kontrol; 2: IPTG o6ncesi ADHSSs; 3: IPTG sonrasi 2 saat ADHSS; 4:

Sonikasyon sonrast ADHSs pellet; 5: ADHSss hiicre 6ziitii; 6: Hiicre 6ziitii kontrol.
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SSADH proteinin in vivo dogru katlanmasi betain monohidrat ile
saglanamamigtir. SDS-PAGE goriintiisiine gore SSADH inkliizyon cisimcigi olarak

eksprese olmustur.

Saperon ve ssADH Koekspresyonu- Kontrol grubu olarak pET14b ve GroES ve
GroEL genlerini tasiyan pGro7 ile pADHSss plazmidlerini igeren koekspresyon
sistemine ait SDS-PAGE jel goriintiisii Sekil 4.12 ve 4.13’te verilmistir.

kDa M 1 2 3 4
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Sekil 4.12. ADHSss ve saperon koekspresyonu (IPTG sonrasi 2. Saat alinan pellet).

M: Marker; 1: Sonikasyon sonrasit ADHSs pellet; 2: ADHss hiicre 6ziitii; 3: Sonikasyon sonrasi

kontrol; 4: Hiicre oziitii kontrol.
kDa M 1 2 3 4
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Sekil 4.13. ADHss ve saperon koekspresyonu (IPTG sonrasi 4. Saat alinan pellet).

M: Marker; 1: Sonikasyon sonrasi ADHss pellet; 2: ADHSss hiicre 6ziitii; 3: Sonikasyon sonrasi

kontrol; 4: Hiicre oziiti kontrol.

Saperon koekspresyonu ile SSADH in vivo dogru katlanma ¢alismasi
gerceklesmemistir. SDS-PAGE goriintiisiine gore SSADH inkliizyon cisimcigi olarak

sonikasyon sonrasi pellette kalmigtir.
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SSADH Enziminin Inkliizyon Cisimcigi Olarak Saflastirilmasi- Ure ile ¢oziiniir hale

getirilen SSADH proteini, iire gradient sonunda Ni-afinite kolondan 400mM imidazol

elisyonu ile alind1 (Sekil 4.14).

kDa M 1 2 3 4 5

Sekil 4.14. sSADH enziminin saflastiriimasi.
M: Marker; 1: Sonikasyon sonrasi pellet; 2: Hiicre 6ziitii; 3: Kolon ¢ikis; 4 ve 5: 400mM imidazol ile

kolon ¢ikis.

4.2.1.1. ssADH Enziminin in vitro Tekrar Katlanma Calismalari

Metot 1- Ni-afinite kolona yiiklenen guanidin HCI ile ¢oziiniir hale getirilen SSADH
proteini tire gradient uygulanarak kolondan alind1 (Sekil 4.15).

Sekil 4.15. sSADH in vitro tekrar katlanma islemi.

M: Marker; 1: Konsantre enzim; 2: Hiicre 6ziitii; 3: Sonikasyon sonrasi pellet; 4: 6M guanidin HCI
ile soluble fraksiyonun kolon ¢ikisi; 5: 5mM imidazol; 6: 20mM imidazol; 7: 100mM imidazol; 8:

400mM imidazol ile kolon ¢ikis.
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Metot 2- Ni-afinite kolona yiiklenen guanidin HCI ile ¢6ziiniir hale getirilen SSADH
proteini, iire gradient uygulanarak ve yapay saperon olan B-siklodekstrin igeren in
vitro tekrar katlanma tamponu ile yikandiktan sonra 400mM imidazol ile kolondan
alind1 (Sekil 4.16).

Sekil 4.16. sSADH in vitro tekrar katlanma islemi.

M: Marker; 1: Konsantre enzim; 2: Ekspresyon pelleti; 3: Sonikasyon sonrasi pellet; 4: Hiicre 6ziiti;
5: Hiicre 6ziitii kolon ¢ikis; 6: Hiicre dziitii 400mM imidazol ile kolon ¢ikis; 7: Ure gradient sonunda
20mM imidazol; 8: 400mM imidazol ile kolon ¢ikis.

Ure gradient uygulandiktan sonra B-siklodekstrin uygulamasi ile deterjan
uzaklastirilmast ve dogru katlanma saglanmasi amaglanmistir. SSADH proteini

kolondan saf olarak alindi.

Metot 3- Guanidin HCI ile ¢dziiniir hale getirilen, aktif bdlgesinde Zn*? varhigi
diisiiniilerek Zn*? ilave edilmis Ni-afinite kolona yiiklenen sSADH proteini 400mM

imidazol ile kolondan saf olarak alind1 (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. sSADH in vitro tekrar katlanma iglemi.

M: Marker; 1: Ekspresyon pelleti; 2: Sonikasyon sonrasi hiicre 6ziitii; 3: Sonikasyon sonrasi pellet; 4:
400mM imidazol ile kolon ¢ikis.

MALDI-TOF ile Kiitlenin Belirlenmesi- MALDI-TOF kiitle spektrumuna gore
sSADH enzimi 43914Da olarak belirlenmistir (Ek 1.1).

sSADH Aktivitesinin Belirlenmesi- 50mM fosfat tamponunda (pH 7) hazirlanan
ImM Kj3[Fe(CN)g] 12.5ug sSADH ile 3 dakika inkiibe edildi. Son konsantrasyonu
ImM olacak sekilde kofaktor ilave edildi. Kofaktdr olarak hem NADH hem de
NADPH kullanildi. Reaksiyon 340nm’de takip edildi. Her iki kofaktdr icinde
herhangi bir azalma gbzlenmedi. Herhangi bir ketona ve etanole kars1 da aktivite

gozlenmedi.

4.2.2. Bacillus thuringiensis Kaynakli ADH Enzimi

btADH Enziminin Ekspresyonu ve Saflastirilmasi- Oto-indiiksiyon besiyerinde
biiytitiilen btADH genini tasiyan pET14b plazmidini iceren BL21(DE3) hiicrelerinde
ekspresyon SDS-PAGE ile goriintiilendi (Sekil 4.18). Liziz edilen BL21(DE3)
hiicrelerinden Ni-afinite kromotografisi ile saflagtirilan btADH enzimi SDS-PAGE
ile goriintiilendi. 200mM ve 400mM imidazol (pH 7.8) gecirilerek toplanan
eliisyonlar konsantre edilerek PD-10 kolondan gegirildi ve 50mM fosfat tamponu
(pH 7.5) ile tamponu degistirildi. Aym1 hacim gliserol eklenerek -20°C’de

kullanilmak tizere saklandi.
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Sekil 4.18. Oto-indiiksiyon ile btADH ekspresyonu ve saflastiriimasi.
M: Marker; 1: Konsantre btADH; 2: Pellet btADH in E.coli BL21(DE3); 3: Sonikasyon sonrasi
pellet; 4: Hiicre 6zitii; 5: Kolon ¢ikig; 6: 25mM imidazol ile kolon ¢ikis; 7: 50mM imidazol ile kolon
¢ikig; 8: 200mM imidazol ile kolon ¢ikis; 9: 400mM imidazol ile kolon ¢ikis.

1L oto-indiiksiyon besiyerinden elde edilen btADH konsantrasyonu Bradford
yontemiyle 0.82mg/ml (100ml gliserol stok) olarak belirlenmistir. 50mM fosfat
tamponu (pH 7.5) icinde hazirlanan 0.5M izopropil alkol ile 25°C’de son
konsantrasyonu 1mM olan NAD" kullanilarak 340nm absorbans artisia bakilmistir.

Spesifik aktivitesi 1.8 U/mg olarak hesaplanmistir.
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BOLUM 5
Candida methylica KAYNAKLI FDH ENZIMININ
KARAKTERIZASYONU

Gelecek, diizene konmasi gereken Simdi’den baska bir sey degildir. Yapman gereken

onu ongormek degil, ona miisaade etmektir.

Antoine de Saint Exupéry
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5. C. methylica KAYNAKLI FDH ENZIMININ
KARAKTERIZASYONU

5.1. Materyal ve Metot

5.1.1. Materyal

Maya ekstrakti, pepton, sodyum kloriir, agar, glukoz, laktoz, gliserol, [-
merkaptoetanol, akrilamid, bis-akrillamid, hidroklorik asit, kalsiyum kloriir dihidrat,
tetrametiletilendiamin (TEMED), sodyum fosfat mono bazik ve imidazol Merck
firmasindan satin alindi. Tris(hidroksimetil)-aminometan Fluka firmasindan satin
alindi. Ampisilin  (Ampisina) Mustafa Nevzat firmasindan satin  alind1.
Fenilmetansiilfonilflorit (PMSF), lizozim, sodyum dodesil stilfat,
guanidinhidrokloriir ve sodyum fosfat dibazik Sigma firmasindan satin alindi.
Magnezyum kloriir hekzahidrat, Atabay Kimya firmasindan satin alindi. Banlin
electronik marka sonikatdr, Biorad marka mikroplate okuyucu, Shimadzu marka Uv-

vis spektrofotometre kullanilmistir.

5.1.2. Metot

cmFDH Plazmidinin Transformasyonu- 3ul cmFDH genini tasiyan plazmid, Metot
T’de belirtildigi gibi kompetent Rosetta(DE3) hiicresine aktarildi. 100 pg/ml
ampisilin iceren LB/agar petrilerine cam boncuklar yardimiyla ekim yapildi ve

37°C’de gecelik inkiibasyona birakildi.

cmFDH Ekspresyonu ve Saflagtirilmasi- CnFDH genini tagiyan plazmidi tasiyan
Rosetta(DE3) petrisinden alinan tek koloni, 5 ml’lik LB besiyerinde 180 rpm’de
37°C’de gecelik inkiibasyona birakildi. cmMFDH plazmidini igeren gecelik Rosetta
(DE3) kiiltiiriinden alman 1 ml, 1L oto-indiiksiyon besiyerini igeren (100 pg/ml
ampisilin ihtiva eden) flaska aktarildi. Gece boyu 30°C’de 180 rpm’de inkiibe edildi.
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Oto-indiiksiyon besiyerinden elde edilen pellet 20mM Tris-HCI, 500mM NaCl ve
SmM imidazol (pH 7.8) tamponu ile siispanse edildi. Lizozim ve PMSF eklendikten
sonra yarim saat buzda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda buz iizerinde 15 saniye
sonikasyon 45 saniye sogutma islemi 8 kez uygulandi ve santrifiijlenerek hiicre 6ziitii
elde edildi. Hiicre 6ziitii Ni-affinite kolona yiiklendi ve 20mM Tris-HCI, 200mM
NaCl ve 25mM imidazol (pH 7.8) ile yikandi. Daha sonra 20mM Tris-HCI, 200mM
NaCl, 50mM-400mM imidazol (pH 7.8) gegirilerek eliisyonlar toplandi.

cmFDH Karakterizasyonu

Kinetik Calismalari- 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.1) i¢inde 0.2M sodyum
format ile 37°C’de son konsantrasyonu 1mM olacak sekilde NAD" ilavesi ile
cmFDH aktivitesi 340nm’de 6l¢iildii. 5-300mM sodyum format konsantrasyonlarina

karsi cmFDH spesifik aktivite grafigi ¢izildi. Vmax, Km Ve Keat degerleri hesaplandi.

cmFDH Aktivitesine Sicakligin Etkisi- 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.1)
icinde 0.2M sodyum format ile 20-70°C araliginda son konsantrasyonu 1mM olacak
sekilde NAD" ilavesi ile cmFDH aktivitesi 340nm’de 6lciildii.

cmFDH Aktivitesine pH’min Etkisi- 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 6-10) i¢inde
0.2M sodyum format ile 37°C araliginda son konsantrasyonu 1mM olacak sekilde

NAD" ilavesi ile cnFDH aktivitesi 340nm’de 6l¢iildii.

Termal ve pH Kararliligi- 20-70°C araliginda 5S0mM sodyum fosfat tamponu (pH
7.5) iginde cmFDH 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda 50mM sodyum fosfat
tamponu (pH 7.1) iginde 0.2M sodyum format ile 37°C arahiginda son
konsantrasyonu 1mM olacak sekilde NAD" ilavesi ile cmFDH aktivitesi 340nm’de
ol¢iildii. 50mM fosfat tamponu (pH 6-7.5) ve 50mM Tris-HCI tamponu (pH 8-10)
iginde cmFDH 20°C’de yarim saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 50mM
sodyum fosfat tamponu (pH 7.1) i¢inde 0.2M sodyum format ile 37°C araliginda son
konsantrasyonu 1mM olacak sekilde NAD" ilavesi ile cmFDH aktivitesi 340nm’de

slciildii,
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5.2. Sonug¢

cmFDH Ekspresyonu ve Saflasurilmasi- Oto-indiiksiyon besiyerinde biiyiitiilen
cmFDH genini tagiyan plazmidi igeren Rosetta(DE3) hiicrelerinde ekspresyonu ve
liziz edilen Rosetta(DE3) hiicrelerinden Ni-afinite kromotografisi ile saflastirilan

cmFDH enzimi SDS-PAGE ile goriintiilendi (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1. Oto-indiiksiyon ile cmnFDH ekspresyonu ve saflagtiriimasi.
M: Marker; 1: Pellet cmFDH in Rosetta(DE3); 2: Sonikasyon sonrasi pellet; 3: Hiicre 6ziitii; 4:
Kolon ¢ikis; 5: 25mM imidazol; 6: 50mM imidazol; 7: 100mM imidazol; 8: 200mM imidazol; 9:
400mM imidazol ile kolon ¢ikis.

1L oto-indiiksiyon besiyerinden elde edilen cmFDH konsantrasyonu Bradford

yontemiyle 0.6mg/ml (100ml gliserol stok) olarak belirlenmistir.
cmFDH Karakterizasyonu
Kinetik Calismalari- 5-300mM sodyum format konsantrasyonlarina karst cmFDH

spesifik aktivite grafigi cizildi. Sekil 5.2°de verilen Michaelis-Menten grafigine gore
Vmax, Km Ve Keat degerleri hesaplandi (Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1. cmFDH kinetik parametreleri.

Vinax (UMQ) | K (MM) | Keat 87 | Keat! K (M5™)

3.8 21.9 0.02 0.87
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Sekil 5.2. cmFDH Michaelis-Menten grafigi.
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cmFDH Aktivitesine Sicakligin ve pH’nin Etkisi- cmFDH sicaklik profili Sekil

5.3’te verilmistir. cCMFDH pH profili de Sekil 5.4’te verilmistir. Optimum sicakligi

55°C ve optimum pH degeri 8 olarak belirlenmistir.

Spesifik Aktivite (U/mg)

12

[
o
1

©
1

'
A

Sekil 5.3. cmFDH aktivitesine sicakligin etkisi.
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Sekil 5.4. cnFDH aktivitesine pH’nin etkisi.

Termal ve pH Kararliigi- cmFDH termal stabilite Sekil 5.5°te verilmigtir. cmFDH
pH kararlilig1 da Sekil 5.6’da verilmistir. cnFDH enzimi 55°C’de 1saat beklemesine
ragmen aktivitesinin yalnizca %?20’sini kaybetmistir. 60°C’den sonra aktivitede ani

diisiis gbzlenmis ve 65-70°C’de aktivite gbzlenmemistir.
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N =2} ©
o o o
1 1 1

Kalan Aktivite (%)

n
o
1

T T T T T T T T T T T
20 30 40 50 60 70

SICAKLIK (°C)

Sekil 5.5. cnFDH termal kararliligi.
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pH kararlilik grafigine cmFDH enzimi genis bir pH araliginda aktivitesini

korumaktadir. pH 6-10 araliginda enzim bekletildikten sonra tiim pH degerleri igin

gecerli olacak sekilde aktivitesinin sadece %10’unu kaybetmistir.
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Sekil 5.6. cnFDH pH kararliligi.
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BOLUM 6
MANYETIK NANOPARTIKUL-ENZIM
KONJUGE SISTEMLERI

Dans eden bir yildiz dogurmatk isteyen,

once kendi i¢inde biiyiik taskinliklar ve kaos yasamak zorundadir.

Friedrich Wilhelm Nietzsche
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6. MANYETIK NANOPARTIKUL-ENZIM
KONJUGE SISTEMLERI

6.1. Materyal ve Metot

6.1.1. Materyal

Sodyum kloriir, gliserol, hidroklorik asit ve sodyum fosfat mono bazik Merck
firmasindan satin alind1. Glutaraldehit, Tris(hidroksimetil)-aminometan, glisin ve N-(3-
dimetilaminopropil)-N-etilkarbodiimid Merck firmasindan satin alindi. Bovine serum
albumin Fluka, lizozim Sigma firmasindan satin alindi.

Candida methylica format dehidrogenaz genini tasiyan plazmidi ve Bacillus
subtilis’den okzalat dekarboksilaz genini tasiyan pET32a plazmidi Dog. Dr. Ayhan
CELIK tarafindan saglanmustir.

6.1.2. Metot

6.1.2.1. Katekol Modifiye Manyetik Nanopartikiillere Protein immobilizasyonu

Her enzim i¢in gelistirilen metot aynidir. Sadece her enzim i¢in ¢aligma tamponu
farklidir. Modifiye nanopartikiillere immobilizasyon semast Ek 1.2 ve 1.3’te

gosterilmistir.

Dopamin Modifiye Manyetik Nanopartikiillere Protein Immobilizasyonu- Dopamin ile
modifiye nanopartikiil sentezlerinden Metot 3 ile elde edilen dopamin bagli 4mg
manyetik nanopartikiil (MN-DOP-MT3), 50ul %25 glutaraldehit ¢ozeltisi ve Sml 50mM
sodyum fosfat tamponu (pH 7) 0.2M NaCl ile 10 dakika buzda sonike edildi.
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Sonikasyon sonunda 5000 rpm’de 5 dakika ¢oktiiriilen nanopartikiiller SOmM sodyum
fosfat tamponu (pH 7) ile 2 kere yikandi. Nanopartikiillere kullanilacak enzim ve uygun
tampon eklenerek +4°C’de immobilizasyona birakildi. Yarim saat sonra konsantrasyonu
0.5M olacak sekilde glisin eklendi ve 1.5 saat +4°C’de immobilizasyona devam edildi.
Siire sonunda uygun tampon ile yikanan immobilizasyon sistemi kullanilmak {izere

+4°C’de saklanda.

Kafeik Asit ile Modifiye Manyetik Nanopartikiillere Protein Immobilizasyonu- Kafeik
asit ile modifiye nanopartikiil sentezinde Metot 1 ile elde edilen kafeik asit bagli 4mg
manyetik nanopartikiil (MN-CAF-MT1), 5ml 50mM sodyum fosfat (pH 6.3) tamponu
icinde 20mg EDC ile 25°C’de 15 dakika sonike edildi. Sonikasyon sonunda 5000
rpm’de 5 dakika ¢oktiiriilen nanopartikiiller 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) ile 2
kere yikandi. Nanopartikiillere kullanilacak enzim ve uygun tampon eklenerek +4°C’de
gece boyu immobilize edildi. Yarim saat sonra konsantrasyonu 0.5M olacak sekilde
glisin eklendi ve 1.5 saat +4°C’de immobilizasyona devam edildi. Siire sonunda uygun

tampon ile yikanan immobilizasyon sistemi kullanilmak {izere +4°C’de saklandi.

6.1.2.2. Modifiye Olmamis Manyetik Nanopartikiillere Protein immobilizasyonu

Glutaraldehit ile Protein Immobilizasyonu- Modifiye olmamis nanopartikiil sentezinde
kullanilan Metot 2 ile elde edilen 4mg modifiye edilmemis manyetik nanopartikiil (MN-
NH2) 50ul %25 GA ¢ozeltisi ve Sml 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) 0.2M NacCl
ile 10 dakika buzda sonike edildi. Sonikasyon sonunda 5000 rpm’de 5 dakika ¢oktiiriilen
nanopartikiiller 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) ile 2 kere yikand.
Nanopartikiillere kullanilacak enzim ve uygun tampon eklenerek +4°C’de
immobilizasyona birakildi. Yarim saat sonra 0.5M olacak sekilde glisin eklendi ve 1.5
saat +4°C’de immobilizasyona devam edildi. Siire uygun tampon ile yikanan

immobilizasyon sistemi kullanilmak iizere +4°C’de saklandi.
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Karbodiimid Aktivasyonu ile Protein Immobilizasyonu- Nanopartikiil sentezinde
kullanilan Metot 1 ile elde edilen 4mg modifiye edilmemis manyetik nanopartikiil (MN-
OH) 2ml 50mM sodyum fosfat (pH 6.3) tamponu i¢inde 20mg EDC ile oda sicakliginda
15 dakika sonike edildi. Sonikasyon sonunda 5000 rpm’de 5 dakika c¢oktiiriilen
nanopartikiiller 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) ile 2 kere yikand.
Nanopartikiillere kullanilacak enzim ve uygun tampon eklenerek +4°C’de
immobilizasyona birakildi. Yarim saat sonra konsantrasyonu 0.5M olacak sekilde glisin
eklendi ve 1.5 saat +4°C’de immobilizasyona devam edildi. Siire uygun tampon ile

yikanan immobilizasyon sistemi kullanilmak tizere +4°C’de saklandi.

6.1.2.3. Immobilize cnFDH Calismalar1

Baglanma Kapasitesi- MN-DOP-MT3, MN-CAF-MT1, MN-NH, ve MN-OH
nanopartikiillerine 0.5mg cmFDH, 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.5) 0.2M NacCl
icinde gece boyu +4°C’de immobilize edildi. Gece boyu inkiibasyondan sonra siiziintiide
protein miktar1 hem Bradford yontemi ile hem de UV-vis spektrofometre ile 280nm’de

absorbans degeri dl¢iildii.

Immobilize Enzim Miktarimin Belirlenmesi- MN-NH, ve MN-OH partikiillerine genel
metot ile 0.15mg cmFDH immobilize edildi. Immobilize cmFDH miktar1 BCA metodu
ile belirlendi (Smith, Krohn et al. 1985). Bu metotta kullanilan reaktifler Ek 2’de

verilmistir.

Doyurma Islemi

Metot 1. MN-DOP-MT3 ve MN-NH; partikiillerine 0.15mg cmFDH ve 50mM fosfat
tamponu (pH 7.5) 0.2M NaCl tamponu ilave edildi. +4°C’de immobilizasyona birakildi.
Yarim saat sonra son konsantrasyonu 0.5M olacak sekilde glisin eklendi ve 1.5 saat
+4°C’de inkiibe edildi. Yikanan nanopartikiiller SOmM sodyum fosfat tamponu (pH7.5)

icinde +4°C’de aktivitesine bakilmak tizere saklandi.
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Metot 2. MN-DOP-MT3 ve MN-NH; partikiillerine 0.15mg cmFDH ve 50mM sodyum
fosfat tamponu (pH 7.5) 0.2M NaCl tamponu ilave edildi. +4°C’de immobilizasyona
birakildi. Yarim saat sonra 4500rpm’de nanopartikiiller santrifiijlendi ve 2ml %2
etilendiamin ¢ozeltisi (pH 8.5) eklendi ve 1.5 saat +4°C’de immobilizasyona birakildi.
Yikanan nanopartikiiller 50mM sodyum fosfat tamponu (pH7.5) iginde +4°C’de

aktivitesine bakilmak tizere saklandi.

Aktivitesinin Belirlenmesi- Nanopartikiillere immobilize cmFDH, 50mM sodyum fosfat
tamponu (pH 7.1) iginde 200mM sodyum format ve SmM NAD" ile 37°C’de reaksiyona
sokuldu. Reaksiyon sonunda nanopartikiiller 4500rpm’de santrifiijlendi. Siizlintiiniin

340nm’de absorbans degeri belirlendi.

Enzim Miktarinin Aktivite Verimine Etkisi- MN-NH, ve MN-OH partikiillerine 0.05-
0.4mg arahigindaki miktarlarda cmFDH genel metot ile immobilize edildi.
Immobilizasyon sonunda yikanan nanopartikiiller S0OmM sodyum fosfat tamponu (pH
7.1) icinde 200mM sodyum format ve 5mM NAD" ile 37°C’de reaksiyona sokuldu.
Reaksiyon sonunda 4500rpm’de santrifiijlendi. Siiziintiiniin 340nm’de absorbans degeri

olgtldii.

Kinetik Parametrelerin Belirlenmesi- MN-DOP-MT3 ve MN-NH, partikiillerine
0.15mg cmFDH ve 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.5) 0.2M NaCl tamponu ilave
edildi. Genel immobilizasyon metodu uygulandi. Yikanan nanopartikiillerle 50mM
sodyum fosfat tamponu (pH 7.1) 5-300mM sodyum format konsantrasyonlarina karsi

cmFDH spesifik aktivite grafigi ¢izildi. Vmax, Km Ve Keat degerleri hesaplandi.

Tekrarli Kullanim Kararliligi- MN-DOP-MT3 ve MN-NH; partikiillerine 0.15mg
cmFDH ve 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.5) 0.2M NaCl tamponu ilave edildi.
Genel immobilizasyon metodu uygulandi. Immobilizasyon sonunda yikanan

nanopartikiillerle aktivite 6l¢iildii. Reaksiyon iglemi iist iiste 10 kez tekrarlandi.
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Saklama Tamponu Optimizasyonu- MN-NH; partikiillerine genel metot uygulanarak
0.15mg cmFDH immobilize edildi. Immobilize cmFDH, 0.1mg BSA, 0.1mg cmFDH ve
%25 gliserol iceren 50mM fosfat tamponu (pH 7.5) icinde +4°C’de saklandi. Giin

aktiviteleri ol¢iildi.

Saklama Kararliligi- Katekol modifiye MN-DOP-MT3, MN-DOP-MT4, MN-CAF-
MT1, MN-CAF-MT2 ve modifiye edilmemis nanopartikiillere MN-NH,, MN-OH
partikiillerine genel metot ile 0.15mg cmFDH immobilize edildi. Giin aktiviteleri
oleiildii. immobilizasyon sistemleri %25 gliserol igeren 50mM sodyum fosfat tamponu
(pH 7.5) iginde +4°C’de saklandi.

Sicaklik Etkisi- MN-DOP-MT3 ve MN-NH; partikiillerine genel metot ile 0.15mg
c¢cmFDH immobilize edildi. 20-70°C araligindaki sicakliklarda yikanan nanopartikiiller
50mM fosfat tamponu (pH 7.1) i¢inde 200mM sodyum format ve SmM NAD" ile
reaksiyona sokuldu. Reaksiyon sonunda 4500rpm’de santrifiijjlendi. Siiziintiiniin

340nm’de absorbans degeri dl¢iildii.

pH Etkisi- MN-DOP-MT3 ve MN-NH; partikiillerine genel metot ile 0.15mg cmFDH
immobilize edildi. Yikanan nanopartikiiller pH 6-10 aralifindaki tamponlarin iginde
200mM sodyum format ve 5mM NAD" ile 37°C’de reaksiyona sokuldu. Reaksiyon
sonunda 4500rpm’de santrifiijlendi. Siizlintliniin 340nm’de absorbans degeri o6lgildii.

Termal Kararlilik- MN-DOP-MT3 ve MN-NH, partikiillerine genel metot ile 0.15mg
cmFDH immobilize edildi. 20-70°C araligindaki sicakliklarda 50mM fosfat tamponu
(pH 7.5) icinde immobilize sistemler 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda

nanopartikiiller 4500rpm’de santrifiijlendi. Yikanan nanopartikiiller ile aktivite 6l¢iildii.

pH Kararlilik- MN-DOP-MT3 ve MN-NH; partikiillerine genel metot ile 0.15mg
cmFDH immobilize edildi. Yikanan nanopartikiiller pH 6-10 araligindaki tamponlarin
i¢inde yarim saat 20°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda yikanan nanopartikiillerle

aktivite ol¢iildii.
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6.1.2.4. immobilize btADH Cahsmalari

btADH enzimi hem modifiye hem de modifiye edilmemis nanopartikiillere
immobilize edildi. Baglanma kapasitesi iki immobilizasyon sistemi i¢in belirlendi.
Immobilizasyon sonunda yikanan nanopartikiiller 50mM sodyum fosfat tamponu (pH
7.5) iginde 500mM izopropil alkol ve SmM NAD" ile 25°C’de reaksiyona sokuldu.
Reaksiyon sonunda 4500rpm’de santrifiijlendi. Siizlintiiniin 340nm’de absorbansi

Olciildii ve aktivite verimi hesaplandi. Tekrarli kullanim ve saklama kararlilig1 belirlendi.

6.1.2.5. Okzalat Dekaboksilaz Enziminin immobilizasyon Calismalar

Okzalat Dekaboksilaz Enziminin Ekspresyonu ve Saflastirilmast

IPTG Indiiksiyonu ile Ekspresyonu ve Saflastirilmasi- 3 pL okzalat dekarboksilaz
(OXDC) genini tasiyan pET32a plazmidi Metot K’da belirtildigi gibi hazirlanan
kompetent E.coli BL21(DE3) ekspresyon susuna Metot T’deki gibi transfer edildi. 100
png/ml ampisilin i¢ceren LB/agar petrilerine cam boncuklar yardimiyla ekim yapildi ve
37°C’de gecelik inkiibasyona birakildi.

OXDC genini tasiyan pET32a plazmidi tasiyan E.coli BL21(DE3) petrisinden
alman tek koloni, 100 pg/ml ampisilin igeren 5 ml’lik LB besiyerinde 180 rpm’de
37°C’de gecelik inkiibasyona birakildi. OXDC genini tastyan pET32a plazmidini iceren
gecelik E.coli BL21(DE3) kiiltiiriinden alinan 0.5 ml, 100 ml LB besiyeri igeren (100
pg/ml ampisilin ihtiva eden) flaska aktarildi. ODggo degeri 0.3 olana dek 37°C 180
rpm’de hiicreler biiyiitiildii. 42°C’de 5 dakika inkiibe edildikten sonra ve SmM olacak
sekilde MnCl; ve 0.04mM olacak sekilde IPTG eklenerek 30°C’de 4 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda flasktaki bakteri kiiltiirii, 50 ml’lik falkon tiipe aktarilarak 4°C’de
santrifiijlendi.

IPTG indiiksiyonu ile elde edilen pellet 20mM Tris-HCI, 500mM NaCl ve 5mM
imidazol (pH 7.8) tamponu ile siispanse edildi. Lizozim ve PMSF eklendikten sonra

yarim saat buzda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda buz iizerinde 15 saniye sonikasyon
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45 saniye sogutma islemi 6 kez uygulandi ve santrifiijlenerek hiicre 6ziitli elde edildi.
Hiicre oziitii Ni-affinite kolona yiiklendi ve 20mM Tris-HCI, 200mM NaCl ve 25mM
imidazol (pH 7.8) ile yikandi. Daha sonra 20mM Tris-HCI, 200mM NaCl, 100mM,
200mM ve 400mM imidazol (pH 7.8) gecirilerek eliisyonlar toplandi.

Oto-Indiiksiyon ile Ekspresyonu ve Saflastirilmasi- OXDC plazmitini igeren gecelik
E.coli BL21(DE3) kiiltiirinden alinan 1 ml, 1L studier besiyeri igeren (100 pug/ml
ampisilin ve 5SmM olacak sekilde MnCl, ihtiva eden) flaska aktarildi. Gece boyu
30°C’de 180 rpm’de inkiibe edildi.

Oto-indiiksiyon besiyerinden elde edilen pellet 20mM Tris-HCI, 500mM NaCl ve
5SmM imidazol (pH 7.8) tamponu ile siispanse edildi. Lizozim ve PMSF eklendikten
sonra yarmm saat buzda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda buz iizerinde 15 saniye
sonikasyon 45 saniye sogutma islemi 6 kez uygulandi ve santrifiijlenerek hiicre 6ziitii
elde edildi. Hiicre oziitii Ni-affinite kolona yiiklendi ve 20mM Tris-HCI, 200mM NacCl
ve 25mM imidazol (pH 7.8) ile yikandi. Daha sonra 20mM Tris-HCI, 200mM NaCl,
100mM, 200mM ve 400mM imidazol (pH 7.8) gegirilerek eliisyonlar toplandi.

Baglanma Kapasitesi- Bu deney cmFDH enziminde belirtildigi gibi ger¢eklestirildi.

Aktivitesinin  Belirlenmesi- MN-DOP ve MN-CAF ile MN-NH; ve MN-OH
nanopartikiillerine genel metot ile 0.15mg OXDC immobilize edildi. Immobilizasyon
sonunda nanopartikiillerle aktivite bakildi. 2ml 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 6)
icinde 0.2M potasyum okzalat ile nanopartikiiller 25°C’de 40 dakika 140rpm’de inkiibe
edildi. Siire sonunda nanopartikiiller 4500rpm’de santrifiijlendi. Siiziinti alind1 ve
doygun Na,HPO, c¢ozeltisi ile pH degeri 7’ye getirildi. OXDC reaksiyonu cmFDH
enzimi ile 37°C’de 1 dakika inkiibe edildi ve NAD" ilavesi ile reaksiyon 340nm’de 2
dakika takip edildi. Ayni cmFDH miktar1 ile ayni sartlarda 0-10mM sodyum format ile
kalibrasyon grafigi elde edildi.
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6.1.2.6. btADH ve cmFDH Koimmobilizasyonu

MN-DOP-MT3 ve MN-NH; partikiillerine 0.1mg btADH ve 0.05mg c¢cmFDH
50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.5) 0.2M NaCl tamponu iginde genel

immobilizasyon metodu uygulanarak baglandi.

Aktivite Belirlenmesi ve Uriin Analizi- immobilizasyon sistemleri 100mM benzaldehit,
200mM sodyum format igeren 50mM fosfat tamponu (pH 7.5) icinde siispanse edildi.
Son konsantrasyonda 10mM olacak sekilde NAD" ilavesiyle reaksiyon baslatildi.
27°C’de 140rpm’de c¢alkalandi. Alinan 6rnege ani1 hacimde metanol eklendi. -74°C’de
yarim saat bekletilen 6drnek 13000rpm’de 5dk santrifiijlendi. Siipernatant HPLC analizi
i¢in kullanilmak {izere +4°C’de saklandi. Uriin analizi HPLC ile yapildi. Mobil faz
olarak asetonitril:0.05M K;HPOg:trietilamin (22:100:0.15) ve kolon olarak C8 kolonu
kullanild1. Akis hizi 0.8ml/dk olarak ayarlandi. Analiz siiresi 30 dakikadir. Kolon
sicakligr 25°C°dir. Analiz 254nm’de takip edildi. Serbest enzimler iginde ayni reaksiyon

sartlar1 kullanilmastir.

6.1.2.7. OXDC ve cmFDH Koimmobilizasyonu

MN-DOP-MT3 ve MN-NH; partikiillerine 0.25mg OXDC ve 0.05mg cmFDH
50mM fosfat tamponu (pH 7.5) 0.2M NaCl tamponu i¢inde genel immobilizasyon

metodu uygulanarak baglandi.

Aktivite Belirlenmesi- Immobilizasyon sistemleri 50mM fosfat tamponu (pH 6) ile
stispanse edildi. Konsantrasyonu 50mM olacak sekilde potasyum okzalat ilavesinden
sonra son konsantrasyonu 3mM olacak sekilde NAD" ilavesi ile 30°C’de 140rpm’de

inkiibe edildi. Saat bas1 6rnek alinip 340nm’de absorbans degeri dl¢iildii.
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6.2. Sonuc¢

6.2.1. Manyetik Nanopartikiillere Enzim Baglanma Ozgiilliigii

Proteinin manyetik nanopartikiile baglanmasinin proteinin molekiil agirligi ile
dogru orantili olup olmadigini belirlemek i¢in farkli enzimler MN-DOP ve MN-NH,
sistemlerine immobilize edilmistir. Ayrica kullanilan baglanmanin proteine bagli olup
olmadig1 belirlenmigtir. Hem MN-DOP hem de MN-NH; nanopartikiillerine BSA,
cmFDH, ssNTR ve lizozim immobilize edilmistir. BSA immobilizasyonu esnasinda
50mM Tris-HCI (pH 8) 0.2M NaCl, ssNTR immobilizasyonunda 50mM fosfat tamponu
(pH 7.8) 0.2M NaCl, lizozim immobilizasyonunda 50mM Tris-HCI tamponu (pH 8)
0.2M NaCl kullamilmistir.  Proteinler eklendikten sonra +4°C’de gece boyu
immobilizasyona birakilmistir. Siiziintiide kalan ve yikama tamponlarinda protein
miktarlar1 Bradford yontemi ile belirlendi. Cizelge 6.1’de baglanma miktarlari
verilmistir. Yikama tamponlarinda protein belirlenememistir. Bradford metodunun
hassasiyeti goz Oniinde bulundurularak yikama tamponlarinda c¢cmFDH aktivitesi

bakilmis ve aktivite gozlenmemistir.

Cizelge 6.1. Baglanma 6zgiilligii.

. Molekiil Agirhg (kDa)
Immobilize Sistem Baglanan Protein (mg)
Fe;0,-DOP-GA-BSA 0,07+0,004
66,2
Fe;04,-GA-BSA 0,12+0,01
Fe;0,-DOP-GA-cmFDH 0,21+0,01
425
Fe;04-GA-cmFDH 0,27+0,02
Fe;0,-DOP-GA-ssNTR 0,32+0,01
25
Fes0,-GA-ssNTR 0,440,004
Fe;04,-DOP-GA-Lizozim 0,37+0,01
14,3
Fes04-GA-Lizozim 0,440,004
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Sekil 6.1’e gore enzim molekiil agirlig: arttikca baglanma kapasitesi azalmaktadir.
Ancak her enzimin baglanma olasiligi mevcuttur. Enzime 6zgiil baglanma s6z konusu
degildir. Her protein i¢in MN-NH; baglanma, MN-DOP nanopartikiillere gore biraz
daha fazladir. Ciinkii yiizeyde —NH; gruplari az olmasina ragmen MN-DOP

nanopartikiillere nazaran direk baglanma daha fazla olabilir.
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Sekil 6.1. Baglanma 6zgiilliigi.

6.2.2. Immobilize cnFDH Calismalari

Karakterizasyon- MN-DOP-MT3 ve MN-NH; nanopartikiillerine immobilize cmFDH
SEM goriintiileri Sekil 6.2 ve 6.3’te verilmistir.
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Sekil 6.3. Fes04-GA-cmFDH SEM goriintiileri.

MN-DOP-MT3 nanopartikiillerine immobilize cmMFDH i¢in oda sicakliginda elde
edilen miknatislanma egrisi Sekil 6.4’te verilmistir. Ms degeri 50.2 emu/g, Mr degeri
1.05 emu/g ve Hc degeri 12.6 Oe’dir. Sekil 6.5’te belirtilen He degerine gore 0 Oe
degerine yakin oldugu i¢in bu egri nanopartikiillerin siiperparamanyetik 6zellik

tasidigini ve nanoboyutta oldugunu belirtmektedir.



118

60

401

20+

M (emu/g)

20+

40k

-60

-i,O -6,5 0,0 0:5 1:0
Hc (Tesla)

Sekil 6.4. Fe;0,-DOP-GA-cmFDH histeresis egrisi.
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Sekil 6.5. Fe;04-DOP-GA-cmFDH histeresis egrisinde Hc ve Mr degerleri.

MN-DOP-MT3 ve MN-NH; nanopartikiillerine immobilize cmFDH sistemlerine
ait TGA egrileri Sekil 6.6 ve 6.7°dedir. Fes04-DOP-GA-cmFDH TGA egrisindeki
150°C’ye kadar olan ilk %35’1ik kiitle kayb1 absorbe olan su yiiziinden olabilir. 550°C’ye
kadar olan ikinci kiitle kaybi %7°dir. Bu kayip yiizeye baglh enzimden ve
glutaraldehitten kaynakli olabilir. En son kiitle kayb1 dopaminden kaynakli olabilir. Geri
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kalan %86’lik kiitle demir okside aittir. Elde edilen TGA egrisi, MN-DOP-MT3 TGA

egrisinden farklidir. Bu

durum yiizeyde farkli baglanmalarin oldugunu gostermektedir.

% KALAN KUTLE

85

%86.5

80

' 1(I)O ' Z(I)O ' 3(I)0 ' 4(I)0 ' 5(IJO ' 6(I)O ' 7(I)0
SICAKLIK (°C)

Sekil 6.6. Fe304-DOP-GA-cmFDH TGA egrisi.

Fe304-GA-cmFDH TGA egrisinde ise ilk kiitle kayb1 150°C’ye kadar %2’dir.

Buda yiizeydeki sudan

kaynaklanabilir. 550°C’ye kadar olan ikinci kiitle kayb1 %8’dir.

Bu enzim ile glutaraldehidin kiitle kayb1 olabilir. Geri kalan yaklasik %90°lik kiitle

demir okside aittir.
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Sekil 6.7. Fes04-GA-cmFDH TGA egrisi.
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Fe304-DOP-GA-cmFDH, MN-DOP-MT3 ve MN-OH sistemlerinin toplam
histeresis egrisi Ek 1.4°te verilmistir. Egrilerden en yiiksek doygun miknatislanma
degerinin immobilize sisteme ait oldugu goriilmektedir. Ms degerlerindeki artis, yiizeye
baglanmalar gerceklestikge boyutun arttigini gostermektedir. Ancak MN-DOP-MT3
sisteminde Hc degeri (16.10¢) Fe304-DOP-GA-cmFDH sisteminden daha fazladir. Oe
degeri sifira yaklastikca boyutun kiigiik oldugu ve siliperparamanyetik Ozellikte
nanopartikiillerin var oldugu bildirilmistir. MN-DOP-MT3 partikiilleri aras1 etkilesimler
ve agregat olusturmus olmalari Hc degerini arttirmis olabilir. Immobilizasyonla
nanopartikiillerin siispanse olma egilimi daha fazla olabileceginden Hc degeri diisiik

olabilir.

MN-CAF-MT]1 partikiillerine immobilize cmFDH i¢in oda sicakliginda elde edilen
miknatislanma egrisi Sekil 6.8’de verilmistir. Ms degeri 46.12 emu/g, Mr degeri 0.73
emu/g ve Hc degeri 11.7 Oe’dir. Sekil 6.9°da belirtilen Hc degerine gére 0 Oe degerine
yakin oldugu i¢in bu egri nanopartikiillerin siiperparamanyetik ozellik tasidigini ve

nanoboyutta oldugunu belirtmektedir.
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Sekil 6.8. FesO,-CAF-cmFDH histeresis egrisi.
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Sekil 6.9. Fe;04-CAF-cmFDH histeresis egrisinde Hc ve Mr degerleri.

Fe304-CAF-cmFDH, MN-CAF-MT1 ve MN-OH sistemlerinin toplam histeresis
egrisi Ek 1.5’te verilmistir. Egrilerden en yiiksek Ms degerinin immobilize sisteme ait
oldugu goriilmektedir. Ancak {i¢ sisteminde Ms degeri birbirine yakindir. Oe
degerlerinin sifira yakin olmasi sliperparamanyetik karakterli olduklarin1 gostermektedir.
Az da olsa Ms degerlerindeki artis, ylizeye baglanmalar gerceklestikge boyutun arttigini

gostermektedir. Ek 1.6°da tiim sistemlerin Ms degerlerinin grafigi mevcuttur.

Baglanma Kapasitesi- Hem MN-DOP ve MN-CAF hem de MN-OH ve MN-NH,
nanopartikiillerine  asir1  miktarda cmFDH enzimi  immobilize edildiginde
immobilizasyon sonunda siiziintiide kalan ve yikama tamponunda protein miktar1 hem
Bradford yontemi hem de UV-vis spektrofometre ile 280nm’de absorbans degeri ol¢iildii
(e=51450 M™cm™). Yikama tamponlarinda protein belirlenememistir. Bradford
metodunun hassasiyeti goz oOnilinde bulundurularak yikama tamponlarinda cmFDH

aktivitesi gozlenmemistir.



Cizelge 6.2. immobilizasyon sistemlerinde cmFDH baglanma kapasitesi.

Yontem immobilize Sistem Baglanan cmFDH (mg)
Fe;0,-DOP-GA-cmFDH 0,211+0,01
Fe;0,-GA-cmFDH 0,269+0,02

Bradford
Fe;0,-CAF-cmFDH 0,114+0,01
Fe;0,-cmFDH 0,269+0,1
Fe;0,-DOP-GA-cmFDH 0,228+0,01
Fe;0,-GA-cmFDH 0,285+0,02

Abs,go
Fe;0,-CAF-cmFDH 0,116+0,02
Fe;0,-cmFDH 0,332+0,1
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Cizelge 6.2°de belirtildigi gibi Fe3Os-DOP-GA-cmFDH ve Fe;0s,-GA-cmFDH

immobilizasyon sistemlerinde baglanan protein miktar1 birbirine yakindir. Bunun nedeni

MN-OH nanopartikiillerinin yiizeyindeki ~OH gruplartyla dopamin bag yapar. ilave —

NH; gruplar1 saglayan MN-DOP partikiillerindeki GA ile bag yapacak grup sayisi, MN-

NH; yiizey —NH; grup sayisina yakin olabilir.

Ancak Fe304-CAF-cmFDH ve Fe;Os-cmFDH sistemlerinde durum farklidir. MN-

OH partikiillere direk baglanma —OH gruplarindan gergeklesir. Yiizeyde de sadece —OH

gruplart oldugu i¢in daha fazla enzim baglanir. Ancak MN-CAF nanopartikiillerde

yiizeyde daha az karboksil grubu mevcuttur ve direk yiizeydeki —OH gruplarinin da CAF

ile perdelendigi diisiiniiliirse daha az enzim baglanmasi olasidir.

Immobilize Enzim Miktarinin Belirlenmesi- 0.01-0.2mg BSA standartlar ile elde

edilen standart egrisi Sekil 6.10°da verilmistir.
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Sekil 6.10. BSA standart egrisi.

Cizelge 6.3’te serbest enzim, MN-NH; ve MN-OH partikiillerine immobilize
CcMFDH miktarlar1 verilmistir. Modifiye nanopartikiillere bagli immobilize enzim
miktar1 belirlenememistir. Ciinkii Cu*-BCA kompleksi sonucu olusan mor renk

katekolamin varliginda da gézlenmektedir (BCA™).

Cizelge 6.3. immobilize cmFDH miktar1.

Immobilize Sistem | Protein miktar1 (mg)

Fe;04-GA-cmFDH 0,138+0

Fe;O4-cmFDH 0,121+0,03

Enzim Miktarimin Immobilizasyon Aktivite Verimine Etkisi- 0.05-0.4mg arasinda
degisen miktarlarda cmFDH enzimi MN-OH ve MN-NH; nanopartikiillerine immobilize

edilmis ve aktivitelerine bakilmistir (Sekil 6.11).
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Sekil 6.11. Enzim miktarinin immobilizasyona etkisi.

(M : Fes04-cmFDH; @ : Fe;04-GA-cmFDH)

En 1iyi aktivitenin oldugu 0.05mg cmFDH enzim miktart ile yapilan
immobilizasyonda hem {ist {iste aktivitelerde hem de giin aktivitelerinde azalma
mevcuttur (Cizelge 6.4). Enzim miktar1 azaldikg¢a aktivitenin artmasi sonucu kararli bir

sistem elde edilmemistir.

Cizelge 6.4. cmFDH aktivite verimi.

immobilize Sistem l.giin | 2.giin

Fe304-DOP-GA-cmFDH 2242 13+1

Fe304-GA-cmFDH 7404 | 4+0.2

Doyurma  Islemi- Baglanma kapasitesi deneyinden alinan sonuglara gére
nanopartikiillerin yarim doyurulmasina karar verilmistir. 0.15mg protein kullanilarak
yapilan immobilizasyonda protein baglanmayan gruplarinda doyurulmasi gerekir. Aksi

taktirde aktivitede azalmaya neden olabilir. Ayrica GA kullanilan sistemlerde proteinler
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aras1 ¢apraz baglanma gerceklesebilir ve aktivite azalabilir. Gruplart doyurma islemi
amino asit olan doygun konsantrasyonda GLY ile (Metot 1) ve EDA ile (Metot 2)
gerceklestirilmistir (Sekil 6.12).

(A) (B)

HZN HZN/\~/

(]

Sekil 6.12. (A) EDA ve (B) GLY yapisi.

Tiim immobilizasyon sistemlerinden alinan drneklerle immobilizasyon esnasinda
ne kadar siirede enzimin baglandigi bakilmistir. Yarim saat sonra alinan 6rnekle aktivite
gbozlenmemistir. Bu siire sonunda sisteme direk GLY eklenmistir. EDA ilavesi
nanopartikiiller yikandiktan sonra gerceklestirilmistir. Bir buguk saat sonra yikanan
nanopartikiillerle aktivite bakilmisti. Doyurma isleminin akis semast Ek 1.7°de

verilmistir.

EDA muamelesi ile doyurulan nanopartikiillerde ard arda kullanildiginda
aktivitesinde azalma gozlenmistir (Sekil 6.13 ve 6.14). Nedeni EDA yapisindaki —NH;
gruplarinin diger bir glutaraldehitle bag yapma olasiligi olabilir. Bu olas1 capraz
baglanmalar enzim hareketini kisitlayip aktivitede azalmaya neden olabilir. GLY ile
doyurma sonunda kalan glutaraldehit bagli gruplar doyurulur ve hem ard arda yapilan

reaksiyon aktiviteleri hem de giin aktiviteleri korunmaktadir.
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Sekil 6.13. Glisin ve EDA etkisi (1.gilin).

(A : Fes0,-DOP-GA-GLY; @ : Fe30,-DOP-GA-EDA; B : Fe;O,-GA-EDA,; * : Fe;04,-GA-GLY)
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Sekil 6.14. GLY ve EDA etkisi (2.gilin).

(A : Fes04,-DOP-GA-GLY; @: Fe;0,-DOP-GA-EDA; B : Fe;0,-GA-EDA,; * : Fe;0,-GA-GLY)
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Tekrarli Kullanim Kararlihgi- MN-DOP-MT3 ve MN-NH; nanopartikiillerine
immobilize cmFDH ard arda kullanma sonucunda elde edilen grafik Sekil 6.15°te
verilmistir. MN-DOP-MT3 partikiillerine immobilize enzimin ard arda 10 kez
kullanildiktan sonra aktivitesinin yaklasik %70°1 kalmistir. MN-NH; partikiillerine
immobilize enzimin ise yaklagik %60’1 kalmistir. Bu sonuglara goére modifiye
nanopartikiillerin modifiye olmamis partikiillere gore enzime kararlilik kazandirdigi

anlagilmistir.

110

100

90

80

70

60

% Relatif Aktivite

50

40 4

30

20 T T T T T T T T T T

KULLANMA SAYISI

Sekil 6.15. Tekrarli kullanim kararlilig.
(M : Fes0,-DOP-GA-cmFDH; @ : Fes04-GA-cmFDH)

Saklama Tamponu- 0.1mg BSA, 0.1mg cmFDH ve %25 gliserol igeren SO0mM sodyum
fosfat tamponlar1 (pH 7.5) i¢inde saklanan immobilize cmFDH giin aktivite grafigi Sekil

6.16’da verilmistir.
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Sekil 6.16. Saklama tamponu etkisi.
(A Serbest cmFDH; M : Gliserol; @ : BSA)

Grafige gore serbest enzim i¢inde saklanan immobilize sistemde aktivite
artmaktadir. Doyurulmayan gruplara cnFDH baglanmasi veya ylizeye enzimin adsorbe
olmast miimkiindiir. Cogunlukla enzim kararliligin1 saglamak icin kullanilan BSA icinde
immobilize enzimin saklanmasi da enzime kararlilik saglamamistir. Ancak gliserol

icinde saklanan sistem kararliligini korumaktadir.

Saklama Kararhihigi- MN-DOP-MT3, MN-DOP-MT4 ve MN-NH; nanopartikiillerine
immobilize edilen cmFDH giin aktivitesi Sekil 6.17’de verilmistir. MN-DOP-MT4
sistemine immobilize enzim aktivitesini 15. glinden sonra kaybetmistir. MN-DOP-MT3
sistemine immobilize enzim 30. giin sonunda aktivitesinin yaklasik %350’sini
korumaktadir. MN-NH, partikiillerine immobilize edilen cmFDH aktivitesinin yaklasik
%40’1n1 korumaktadir. Ik 10 giin oldukca kararli olan bu iki sistem 20. giinden sonra

aktivitelerini hizla kaybetmeye baslamistir.
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Sekil 6.17. Saklama kararlilig.
(M : Fe30,-DOP-MT3-GA-cmFDH; @ : Fe;0,-GA-cmFDH; A : Fe;0,-DOP-MT4-GA-cmFDH)

MN-CAF-MT1, MN-CAF-MT2 ve MN-OH nanopartikiillerine immobilize
edilen cmFDH giin aktivitesi Sekil 6.18’de verilmistir. Fe3O4-CAF-MT2 sistemine
immobilize enzim aktivitesini 5. glinden sonra ani diisiisle kaybetmistir. Fe3O4-CAF-
MT1 sistemine immobilize enzim 30. giin sonunda aktivitesinin yaklasik %30 unu
korumaktadir. MN-OH partikiillerine immobilize edilen cmFDH aktivitesinin yaklasik
%60’1m1 korumaktadir. Modifiye edilmemis partikiillere immobilize enzimin bu kadar
kararli olmasinin nedeni ylizeyde oldukca fazla —OH grubunun olmasi ve bu gruplara
enzimin direk baglanmasidir. Baglanma kapasitesi yapilan deneylerde daha fazladir. Bu
nedenle hem aktivite verimi yiliksektir hem de fazla enzimin baglanmasiyla enzimler

birbirini korumaktadir.
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Sekil 6.18. Saklama kararlilig.
(A: Fe30-CAF-MT1-cmFDH; B : Fe;04-cmFDH; @ : Fe;0,-CAF-MT2-cmFDH)

Sicaklik Etkisi- MN-DOP-MT3 ve MN-NH; nanopartikiillerine immobilize edilen
cmFDH ve serbest cmFDH sicaklik profili Sekil 6.19°da verilmistir. Sicaklik profiline
gore serbest enzimin optimum sicakligi 55°C’dir. Fe304-DOP-MT3 sistemine
immobilize cmFDH optimum sicakligt 50°C’dir. Ancak aktivitenin en yiiksek oldugu
sicaklik araligt 50-60°C’dir. MN-NH; partikiillerine immobilize edilen cmFDH
optimum sicakligr 45°C’dir. Ancak aktivitenin en yiiksek oldugu sicaklik araligi 45-

60°C’dir. Iimmobilizasyonla cmFDH optimum sicaklik araligi genislemistir.
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Sekil 6.19. Sicaklik profili.
(A : Serbest cmFDH; M : Fe30,-DOP-MT3-GA-cmFDH; @ : Fe;04-GA-cmFDH)

pH Etkisi- MN-DOP-MT3 ve MN-NH, nanopartikiillerine immobilize edilen cmFDH ve
serbest cmFDH pH profili Sekil 6.20°de verilmistir.
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Sekil 6.20. pH profili.
(A : Serbest cmFDH; B : Fe;0,-DOP-MT3-GA-cmFDH; @ : Fe;0,-GA-cmFDH)
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Deneyin pH 6 degerinin altinda yapilmama nedeni glutaraldehid reaksiyonunun
asidik pH degerinde geri doniisiimlii olmasidir. Bu nedenle deneyler en diisiik pH 6
degerinde yapilmistir. pH profiline gore serbest enzimin optimum pH degeri 8’dir.
Fe304-DOP-MT3 sistemine immobilize cmFDH optimum pH degeri 7-8 arasindadir.
MN-NH; partikiillerine immobilize edilen cmFDH optimum pH degeri 7°dir.

Termal Kararliik- MN-DOP-MT3 ve MN-NH, nanopartikiillerine immobilize edilen
cmFDH ve serbest cmFDH termal kararlilik grafigi Sekil 6.21°de verilmistir. Serbest
enzime gore immobilize enzimin termal kararliliklar disiiktir. MN-DOP-MT3
sistemine immobilize enzim sicaklia karsi daha kararlidir. Serbest enzime gore
aktivitenin diigmesine immobilizasyon sisteminde bulunan baglarin kopmasi neden

olabilir. Immobilizasyon sistemlerinin sicaklikla bozulmasi miimkiindiir.
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Sekil 6.21. Termal kararlilik.
(A : Serbest cmFDH; B : Fe;0,-DOP-MT3-GA-cmFDH; @ : Fe;0,-GA-cmFDH)

pH Kararliligi- MN-DOP-MT3 ve MN-NH; nanopartikiillerine immobilize edilen
cmFDH ve serbest cmFDH pH kararlilik grafigi Sekil 6.22’de verilmistir. Serbest
enzimin pH kararlilig1 olduk¢a yiiksektir. MN-DOP-MT3 sistemine immobilize enzim
pH 8 degerine kadar oldukga kararlidir. Ancak pH 8’den sonra aktivite azalmistir. Ayni
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durum MN-NH; partikiillerine immobilize edilen cmFDH i¢in de gegerlidir. Ciinkii
farkli pH degerlerinde inkiibasyon sonunda bekletilen immobilize sistemler
santrifiijlendiginde partikiiller ¢okmemistir. Bazik ortamda partikiiller siispanse hale
gelmistir.  Cokmeyen partikiiller uzaklastirildigi igin aktivite daha az olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 6.22. pH kararlilig.
(A : Serbest cmFDH; M : Fe30,-DOP-MT3-GA-cmFDH; @ : Fe;04-GA-cmFDH)

6.2.3. Immobilize btADH Calismalar

Baglanma Kapasitesi- Hem MN-DOP-MT3 ve MN-CAF-MT1 hem de MN-OH ve
MN-NH; nanopartikiillerine asirt miktarda btADH immobilize edildiginde
immobilizasyon sonunda siiziintiide kalan ve yikama tamponunda protein miktar
Bradford yontemi ile belirlendi (Cizelge 6.5). Yikama tamponlarinda protein
belirlenememistir. Bradford metodunun hassasiyeti goz onilinde bulundurularak yikama
tamponlarinda btADH aktivitesi bakilmis ve aktivite gézlenmemistir. MN-DOP ve MN-
NH; partikiillerine baglanma miktar1 hemen hemen aymidir. Ancak MN-OH
partikiillerine baglanma MN-CAF sistemine baglanmadan daha fazladir. Ciinkii yiizeyde
daha fazla —OH grubu oldugu i¢in kafeik aside gore daha fazla enzim baglanmustir.
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Cizelge 6.5. btADH baglanma kapasitesi.

immobilize Sistem Molekiil agirhig: (kDa) | Baglanan Protein (mg)

Fe;0,-DOP-GA-btADH 0,34+0,01
Fe;0,-GA-btADH 39 0,36+0,003
Fe;0,-CAF-btADH 0,27+0,003
Fe;04-btADH 0,38+0,003

MN-DOP-MT3 ve MN-NH; nanopartikiillerine immobilize btADH enziminin
aktivite verimi hesaplandi (Cizelge 6.6).

Cizelge 6.6. immobilize btADH aktivite verimi.

Immobilize Sistem Aktivite verimi (%)
Fe;0,-DOP-GA-cmFDH 53+0,4
Fe;0,-GA-cmFDH 54+0,2

Tekrarli Kullanma Kararliligi- MN-DOP-MT3 ve MN-NH; nanopartikiillerine
immobilize btADH ard arda kullanma sonucunda elde edilen grafik Sekil 6.23’te
verilmistir. MN-DOP-MT3 partikiillerine immobilize enzimin ard arda 15 kez
kullanildiktan sonra aktivitesinin yaklasik %70’1 kalmistir. MN-NH, partikiillerine
immobilize enzimin ise yaklasitk %50’si kalmistir. Bu sonuglara gore modifiye
nanopartikiillerin modifiye olmamis partikiillere gore enzime kararlilik kazandirdigi

anlasilmustir.

Saklama Kararhihigi- MN-DOP-MT3 ve MN-NH; nanopartikiillerine immobilize
btADH saklama kararlilik grafigi Sekil 6.24’te verilmistir. 25.giin MN-DOP-MT3
sistemine immobilize btADH aktivitesinin yaklasik %40’1n1 korumaktadir. MN-NH;
partikiillerine immobilize btADH ise aktivitesinin yaklagik %20’sini korumaktadir. Bu

sonuglara gére modifiye edilmis partikiiller enzime kararhilik saglamaktadir.
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Sekil 6.23. Tekrarli kullanim kararlilig1.
(I : Fe30,-DOP-MT3-GA-btADH; @ : Fe;0,-GA-btADH)
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Sekil 6.24. Saklama kararliligi.
(M : Fe30,-DOP-MT3-GA-btADH; @ : Fe;0,-GA-btADH)
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6.2.4. Immobilize OXDC Cahsmalar

IPTG indiikksiyonu ile OXDC ekspresyonu ve Ni-afinite kromotografisi ile
saflastirilan OXDC enzimi SDS-PAGE ile goriintiilendi (Sekil 6.25).
kDa

116 —
66,2

Sekil 6.25. IPTG ile OXDC ekspresyonu ve saflagtirilmasi.

M: Marker; 1: IPTG o6ncesi; 2: IPTG sonrasi 2.saat; 3: IPTG sonrasi 4. saat; 4: Sonikasyon sonrasi pellet;
5: Hiicre oziitli; 6: Kolon ¢ikig; 7: 100mM imidazol; 8: 200mM imidazol; 9: 400mM imidazol ile kolon
¢ikis.

Oto-indiiksiyon besiyerinde biiyiitiilen OXDC genini tastyan pET32a plazmidini
iceren BL21(DE3) hiicrelerinde ekspresyon ve Ni-afinite kromotografisi ile saflagtirilan
btADH enzimi SDS-PAGE ile goriintiilendi (Sekil 6.26).

Sekil 6.26. Oto-indiiksiyon ile OXDC ekspresyonu ve saflastirilmasi.

M: Marker; 1: Ekspresyon pelleti; 2: Sonikasyon sonrast pellet; 3: Hiicre 6ziitii; 4: Kolon ¢ikis; 5 ve 6:
25mM imidazol; 7: 100mM imidazol; 8: 200mM imidazol; 9: 400mM imidazol ile kolon ¢ikis.
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Baglanma Kapasitesi- Hem MN-DOP-MT3 ve MN-CAF-MT1 hem de MN-OH ve
MN-NH; nanopartikiillerine asir1  miktarda OXDC immobilize edildiginde
immobilizasyon sonunda siiziintiide kalan protein miktar1 Bradford yontemi ile
belirlendi (Cizelge 6.7). MN-DOP ve MN-NHj; partikiillerine baglanma miktar1 hemen
hemen aynidir. Ancak MN-OH partikiillerine baglanma MN-CAF sistemine
baglanmadan daha fazladir. Ciinkii yiizeyde daha fazla —OH grubu oldugu i¢in kafeik

aside gore daha fazla enzim baglanmustir.

Cizelge 6.7. OXDC baglanma kapasitesi.

Immobilize Sistem Molekiil agirhg (kDa) | Baglanan Protein (mg)
Fe;O,-DOP-GA-OXDC 0,32+0,02
Fe;04,-GA-OXDC 134 0,35+0,04
Fes0,-CAF-OXDC ' 0,220,02
Fe;O,-OXDC 0,32+0,04

Aktivitesinin Belirlenmesi- OXDC enziminin katalizledigi reaksiyon ve aktivitesinin
belirlenmesi i¢in kullanilan c¢cmFDH kullanimi Sekil 6.27°de verilmistir. OXDC
aktivitesinin belirlenmesi i¢in 1-10mM format konsantrasyonuna kars1 ¢izilen cmFDH

spesifik aktivite grafigi Sekil 6.28’de verilmistir.

o) o
OXDC -
— 7" -~ 00 4+ CO,
HO OH
NAD*
cmFDH
NADH +H*
Co,

Sekil 6.27. OXDC reaksiyonu.
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Sekil 6.28. Kalibrasyon egrisi.
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Grafikten elde edilen degerlerle yapilan hesaplamalarla immobilize ve serbest

OXDC reaksiyonu sonucu elde edilen format miktar1 belirlendi (Cizelge 6.8).

Cizelge 6.8. Format konsantrasyonu.

cmFDH Spesifik Aktivite (U/mg) | Format C (mM)
Serbest OXDC 1,2+0,01 1,98
DOP-OXDC 1,0+0,02 1,26
GA-OXDC 0,9+0,02 0,56
CAF-OXDC 1,0£0,01 1,16
EDC-OXDC 0,9+0,02 0,73

OXDC i¢in 1 Unit dakikada {iriine doniisen pmol substrat olarak tanimlanir.

Cizelge 6.9’da serbest OXDC spesifik aktivitesi ve immobilize OXDC igin aktivite

verimleri verilmistir.



Cizelge 6.9. OXDC spesifik aktivitesi ve immobilize OXDC aktivite verimleri.

OXDC Spesifik Aktivite
Format (umol/dk)
(U/mg)
Serbest OXDC 0,1+0,01 0,82 Aktivite Verimi (%0)
DOP-OXDC 0,06+0,02 0,52 63+0,02
GA-OXDC 0,03+0,02 0,23 28+0,02
CAF-OXDC 0,06+0,012 0,48 59+0,01
EDC-OXDC 0,036+0,02 0,30 58+0,02

6.2.5. btADH ve cmFDH Koimmobilizasyonu

btADH ve cmFDH koimmobilizasyonunda substrat olarak benzaldehit (BZA)
kullanmilmistir. btADH Katalizli reaksiyon ve kofaktoér rejenerasyonu Sekil 6.29’da

verilmistir.

O
@_// btADH on

NADH + H* NAD*

Cco, SN

cmFDH

HCOONa

Sekil 6.29. btADH reaksiyonu ve kofaktor rejenerasyonu.

Substrat olan BZA ve standart olarak kullanilacak benzil alkol (BA) HPLC
kromatogramlar1 Sekil 6.30 ve 6.31°de verilmistir. Analizlere gore BZA alikonma

zamani 18 dakika, BA alikonma zaman1 10 dakikadir.
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Sekil 6.30. BZA HPLC kromatogramu.
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Sekil 6.31. BA HPLC kromatograma.

Ilk 6nce serbest btADH ve cmFDH enzimlerinin beraber calisip ¢alismadigina
bakilmistir. Sekil 6.32°ye gore her iki enziminde reaksiyon sartlarinda beraber
calisabildigi anlasilmistir. Sadece reaksiyonda kullanilan btADH miktar1 cmFDH’e gore
azdir (2:1). Ciinkii reaksiyon cmFDH tarafina ¢aligmaktadir.
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Spg emFDH 10pg btADH
2 10mM benzaldehit =

& 20mM NaFormat in

50mM NaPi pH 7.5

\

oD

Sekil 6.32. btADH ve cmFDH beraber reaksiyonu.

Bu reaksiyonun HPLC kromatogrami Sekil 6.33°te verilmistir. Analize gore iiriin

belirlenememistir.
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Sekil 6.33. Serbest btADH ve cmFDH sisteminin HPLC kromatogrami.

MN-DOP-MT3 ve MN-NH2 parikiillerine beraber immobilize edilen btADH ve
CMFDH enzimlerinin aktivitelerine ayr1 ayr1 bakilmistir. btADH aktivitesinde substrat
olarak izopropil alkol, cmFDH aktivitesinde substrat olarak sodyumformat
kullanilmistir. Aktivite verimleri Cizelge 6.10’da verilmistir. Beraber immobilize edilen

her iki enzimin reaksiyon sonucu aktivite gdzlenmistir.
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Cizelge 6.10. Koimmobilize btADH ve cmFDH aktivite verimleri.

Immobilize Sistem btADH i¢in Aktivite Verimi (%) | cmFDH icin Aktivite Verimi (%)
Fe;04-DOP -btADH+cmFDH 81£3 65+3
Fe;04-GA -btADH+cmFDH 95+4 85+3

MN-DOP-MT3 partikiillerine beraber immobilize edilen btADH ve cmFDH (2:1)
reaksiyonundan 4 saat sonunda alinan o6rnegin HPLC kromatogrami Sekil 6.34°te

verilmistir. Analize gore immobilize sistemde de {iriin belirlenememistir.

1000

800
600 |
)
< 4004
€

200

T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Dakika

Sekil 6.34. Fe304-DOP-GA-btADH+cmFDH sisteminin HPLC kromatogrami.

Sadece btADH reaksiyonunda iiriin analizi i¢in HPLC kromatogrami Sekil 6.35°te
verilmistir. Kontrol olarak kofaktor ilave edilmemis reaksiyon ortami kullanilmistir. Bu

analize gore iirlin belirlenememistir.
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Sekil 6.35. Serbest btADH reaksiyonunun HPLC kromatogrami.
(A) Kontrol; (B) Reaksiyon.

Her iki enzimin miktar1 aynmi1 hizla calismalari i¢in optimize edilmistir. Sekil

6.36°da belirtildigi gibi cmFDH miktarinin 6 kat fazlas1t btADH ilavesi ile reaksiyon
btADH lehine donmektedir.
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Sekil 6.36. btADH ve cmFDH beraber reaksiyonu.
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Bu reaksiyonun HPLC kromatogrami Sekil 6.37’de verilmistir. Kofaktor ilave
edilmeden reaksiyon ortami kontrol olarak kullanilmistir. Analize gore kontrolde

olmayan ve alikonma zamani 2.5 dakika olan bir pik mevcuttur.

1600 . : . : . : . ; . ; . 3000
1™
1200 4 L 2500
8004 L 2000
D 400 )
< - 1500 < (B)
IS 1 IS
0
(B) 1000
-400 |
] I 500
-800 |
A .
T T T T T T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30
Dakika

Sekil 6.37. Serbest btADH ve cmFDH sisteminin HPLC kromatogrami.
(A) Kontrol; (B) Reaksiyon.

BA alikonma zamani 10 dakika olmasina ragmen alikonma zamani 2.5 dakika olan
bu pikin analizi i¢in BA standardi ile reaksiyon karigimi karistirllmistir. Herhangi bir
etkilesimle BA alikonma zamaninin degisme olasiligi géz oniinde bulundurulmustur.
Sekil 6.38’de verilen HPLC kromatogramina gore 2.5 dakika da gelen bu pik BA
degildir. Cilinkii reaksiyon karisimina eklenen BA alikonma zamani hala 10. dakikada

goriilmektedir.
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Sekil 6.38. BA ve reaksiyon karisimimin HPLC kromatogrami.

Bu pik analiz esnasinda toplanmis etilasetat ile ekstrakte edilmis ve MALDI-TOF
kiitle spektrometresi ile {riin analizi yapilmistir. Ancak herhangi bir kiitle

belirlenememistir.

6.2.6. OXDC ve cmFDH Koimmobilizasyonu

Immobilize OXDC ve cmFDH sisteminin reaksiyonundan saat basi alinan
orneklerin 340nm’de absorbans degeri dlgiildii. cmFDH aktivite hesabindan sonra Sekil
6.28’de bulunan kalibrasyon egrisinden olusan format konsantrasyonu hesaplandi ve
OXDC aktivitesi hesaplandi. Sekil 6.39°da ise 6. saat elde edilen OXDC aktivitesi 100
olarak kabul edilerek ¢izilen grafik mevcuttur. MN-DOP-MT3 ve MN-NH; sistemlerine
immobilize enzimlerin % aktivitesi de serbest enzimlerin 6. saatinde elde edilen

aktiviteye gore hesaplanmigstir.
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Sekil 6.39. OXDC ve cmFDH koimmobilizasyon aktivite verimi.
(A: Serbest OXDC+cmFDH; B: Fe;0,-DOP-GA-OXDC+cmFDH; @: Fe;0,-GA-OXDC+cmFDH)

Fe304-GA-OXDC+cmFDH sistemi ile elde edilen OXDC aktivite verimi, Fe3O,-
DOP-GA-OXDC+cmFDH  sisteminden yaklasik 2,5 kat fazladir. Fe304-GA-
OXDC+cmFDH sistemi aktivite verimi %73’tiir. Modifiye olmamis nanopartikiillere
immobilizasyonlarin tiimiinde oldugu gibi bu koimmobilizasyonda da modifiye olmamis

nanopartikiillere immobilize enzim aktivitesi daha yiiksektir.
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Simdilik sorular: yasayin.

Bu sekilde belki ileride adim adim ve fark etmeden cevabin igine girebiliriz.

Rainer Maria Rilke
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/. GENEL SONUC VE TARTISMA

Bu calismada kiral alkol sentezi i¢in enzim-nanopartikiil konjuge sistemlerinin
gelistirilmesi amaglanmistir. immobilizasyon matriksi olarak manyetik 6zelligi
nedeniyle genis kullanim alam1 olan manyetik nanopartikiiller kullanilmistir.
Biyokatalizor olarak endiistride bircok ticari degeri yiiksek kimyasalin sentezinde
kullanilan oksidorediiktaz enzimi olan alkol dehidrogenaz kullanilmistir. Ekonomik
immobilizasyon  sistemlerinin  gelistirilebilmesi  i¢in  gerekli olan  kofaktor

rejenerasyonunda ikinci enzim olarak format dehidrogenaz kullanilmustir.

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak olan hem modifiye olmamis hem de
katekol gruplar1 ile modifiye manyetik nanopartikiiller sentezlenmistir. Katekol grubuna
sahip dopamin ve kafeik asit modifikasyonda kullanilmistir. Manyetik nanopartikiillerin
manyetik 6zellikleri belirlenmis ve yiizey modifikasyonlar1 hakkinda bilgi edinilmistir.
Her sistem i¢in alinan FTIR spektrumlari yiizeyde istenilen modifikasyonlarin oldugunu
gostermistir. TGA analzileri ile sicaklik arttikca meydana gelen kiitle kayiplarindan
yiizey modifikasyonu hakkinda bilgi edilnilmisti. PPMS ile elde edilen histeresis
egrilerinden manyetik nanopartikiillerin siiperparamanyetik 6zellik gosterdikleri
anlagilmistir. Sahip olduklar1 He degerleri sifira yakin oldugu i¢in partikiil boyutlarinin
kiiciik oldugu ve siiperparamanyetik dzellikte oldugu belirlenmistir (Vassiliou, Mehrotra
et al. 1993). Yiizey baglanmalar1 gerceklestikce Hc degerinde artis gdzlenmistir. Buda

nanopartikiil boyutunun arttigin1 gostermektedir.

Biyokatalizor olarak kullanilacak Staphylococcus saprophyticus’dan ADH geni
PCR metodu ile ¢ogaltilip pET14b vektoriindeki Ndel ve Xhol klonlama boélgelerine
aktarildi. Aktarilan gen Ndel ve BamHI restriksiyon enzim kesimleri ile dogrulandi.
Tahmini ADH genini iceren pET14b plazmidi BL21(DE3) hiicrelerine aktarildi ve
protein ekspresyonu hem IPTG indiiksiyonu ile hem de oto-indiiksiyon besiyerinde
gozlendi. Ancak hiicre liziz edildikten sonra ADH proteinin hiicre 6ziitiine gegmedigi
sonikasyon sonrasi pellette kaldigi anlagilmistir. in vivo dogru katlanmanin saglanmasi

icin ozmolit etkisi, 1s1 soku ile saperon ekspresyonu, GroEL ve GroES saperonlari ile
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SSADH proteinin koekspresyonu gibi birgok yol denenmistir. Ancak yapilan tim
calismalar sonucu ADH proteininin inkliizyon cizimcigi olarak eksprese oldugu
anlasilmistir.  in vitro tekrar katlanma c¢alismalarindan biri olan kromatografik
yontemlerden Ni-afinite kromatografisi kullanilmistir. Kolonda tekrar katlanma islemleri
uygulandiktan sonra ¢oziiniir formda SSADH proteini elde edilmistir. in vivo dogru
katlanma ve in vitro tekrar katlanma c¢aligmalariyla ilgili literatiir bilgisi Ek 2’de
verilmistir. Elde edilen SSADH proteini ile etanol ve ketonlara kars1 herhangi bir aktivite
gozlenmemistir. Substrat gibi davranan elektron alicis1 Ks[Fe(CN)g] kullanilmstir.
Dogru katlanmanin séz konusu oldugu bir durumda kofaktoriin baglanma bolgesine
baglanmasi ve elektronlar: K3[Fe(CN)s] molekiiliine aktarilmasi gerekir. in vitro dogru
katlanma calismalarindan elde edilen SSADH proteini bu substratla muamele edildiginde

340nm kofaktor takibinde bir azalma gozlenmemistir.

SSADH proteinin inkliizyon cisimcigi olmasindan dolayr Bacillus thuringiensis
bakterisinden boliimiimiiz doktora 6grencisi Fatih AKTAS tarafindan klonlanan ADH
enzimi ikili enzim sistemiyle kiral alkol sentezi igin kullanilacaktir. btADH genini igeren
pET14b plazmidini BL21(DE3) hiicrelerine transforme edilerek protein oto-indiiksiyon

besiyerinde eksprese edilmis ve saflastirilmistir.

Ekonomik immobilizasyon sistemlerinin gelistirilebilmesi i¢in gerekli olan
kofaktor rejenerasyonunda kullanilacak olan Candida methylica kaynakli format
dehidrogenaz enzimi Rosetta (DE3) hiicrelerinde eksprese edilmis ve saflastirilmistir.
cmMFDH enziminin karakterizasyonu yapilmistir. Michaelis-Menten grafigi ¢izilerek Vmax
degeri 3,8U/mg, Ky, degeri 21,9mM olarak belirlenmistir. Optimum c¢aligma sicakligi
55°C ve pH degeri 8 olarak yapilan deneyler sonucu belirlenmistir. Farkli sicakliklarda
bir saat bekletildikten sonra aktivitesine bakilan cmFDH enziminin 55°C’ye kadar
aktivitesini korudugunu ve bu sicakliktan sonra ani bir diisiisle aktivitesini kaybettigi
anlasilmigtir. pH kararliginda ise genis bir pH araliginda (pH 6-10) aktivitesini
korudugunu sadece %20 aktivite kayb1 oldugu goriilmiistiir.
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Katekol grubu ile modifiye ve modifiye olmamis manyetik nanopartikiillere
kovalent olarak cmFDH enzimi baglanmis ve calisma sartlart optimize edilmistir.
Immobilize enzimin aktivitesine bakilarak MN-DOP partikiillerine immobilize enzimin
aktivite verimi %7444 MN-NH, partikiillerine immobilize enzimin aktivite verimi
%91+£3 olarak hesaplanmistir. MN-DOP partikiillerine immobilize enzimin ard arda 10
kez kullanildiktan sonra aktivitesinin yaklasik %70°1 kalmistir. MN-NH; partikiillerine
immobilize enzimin ise yaklasitk %601 kalmistir. Bu sonucglara gore modifiye
nanopartikiillerin modifiye olmamis partikiillere gére enzime kararlilik kazandirdigi
anlagilmistir. MN-DOP sistemine immobilize enzim 30. glin sonunda aktivitesinin
yaklasik %350’sini korumaktadir. MN-NH; partikiillerine immobilize edilen cmFDH
aktivitesinin yaklasik %40°m1 korumaktadir. Ik 10 giin olduk¢a kararli olan bu iki
sistem 20. giinden sonra aktivitelerini hizla kaybetmeye baslamistir. Enzimin optimum
sicaklik ve pH araligi genislemistir. Termal kararlilii serbest enzimin daha fazladir.
Immobilize sistemlerin sicakliga kars1 dayaniksiz olmasi dogasindan kaynaklanabilir ve
yiizey modifikasyonlar1 ile baglayicilarin kopmasi aktivitede azalmaya neden olmus

olabilir.

Diger immobilizasyon sistemi olan MN-CAF partikiillerine immobilize enzimin
aktivite verimi %63 MN-OH partikiillerine immobilize enzimin aktivite verimi %92
olarak hesaplanmistir. Fe3O4-CAF sistemine immobilize enzim 30. giin sonunda
aktivitesinin yaklasik %30’ unu korumaktadir. MN-OH partikiillerine immobilize edilen
cmFDH aktivitesinin yaklasik %60°1m1 korumaktadir. Modifiye edilmemis partikiillere
immobilize enzim aktivite veriminin yiiksek olmasiin nedeni yilizeyde oldukg¢a fazla —

OH grubunun olmasi1 ve bu gruplara daha fazla enzimin direk baglanmasidir.

OXDC ve cmFDH enzimleri hem MN-DOP-MT3 hem de MN-NH; partikiillerine
immobilize edilmistir. Bu enzimlerin koimmobilizasyonunda cmFDH reaksiyonu sonucu
elde edilen 340nm’deki absorbans artisi takip edilmistir. FezO04,-GA-OXDC+cmFDH
sistemi ile elde edilen OXDC aktivite verimi, Fe;0s,-DOP-GA-OXDC+cmFDH
sisteminden yaklasik 2,5 kat fazladir. Fe304,-GA-OXDC+cmFDH sistemi aktivite verimi

%73 tiir. Modifiye olmamis nanopartikiillere immobilizasyonlarin tiimiinde oldugu gibi
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bu koimmobilizasyonda da modifiye olmamis nanopartikiillere immobilize enzim

aktivitesi daha yiiksektir.

btADH enziminde substrat olarak benzaldehit kullanilmistir. Ancak bu substratin
rtinii olan benzil alkol HPLC ile belirlenememistir. Bu nedenle btADH enziminin

cmFDH ile koimmobilizasyonu yapilmasina ragmen {iriin analizi yapilamamuistir.

Ileriki caligmalarda serbest enzimle yapilan ¢alismalarda {iriin analiz edilemedigi
icin farklt substrat kullanimlari ve analiz yontemleri ile btADH ve cmFDH

koimmobilizasyon sistemi optimize edilecektir.

Coklu enzim sistemlerinin nanopartikiillerle olan konjuge sistemlerinin
gelistirilme caligmalarinin neticesinde birden fazla enzimin rol aldig sistemlerin yaygin
kullanim1 saglanmig olacaktir. Bu sayede oOzellikle endiistriyel kullanimlari oldukga
yaygin olan oksidorediiktazlar gibi nikotinamid kofaktoriine sitokiyometrik olarak

ithtiya¢ duyan enzimlerin endiistriyel kullanimi i¢in bir engel asilmis olacaktir.
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Sekil 1. sSADH MALDI-TOF kiitle spektrumu.
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Sekil 2. DOP ile modifiye nanopartikiillere enzim immobilizasyonu.
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Sekil 3. CAF ile modifiye nanopartikiillere enzim immobilizasyonu.
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Sekil 4. Miknatislanma egrileri.
(a) Fe;0,-DOP-GA-cmFDH; (b) Fe;04-DOP; () MN-OH.
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Sekil 5. Miknatislanma egrileri.
(a) Fes04-CAF-cmFDH; (b) Fe;04-CAF; (c) MN-OH.
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Sekil 7. Nanopartikiillerin doyurma iglemi.
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8.2. Ek 2

Inkliizyon Cisimcikleri Hakkinda Genel Bilgi

Proteinlerin fonksiyonel esnekligi ve yapisal katiligi arasinda hassas bir denge
vardir. Bu yilizden dogal konformasyonlarini inaktif agregat konformasyonuna
dontistiiren dis stresler veya mutasyonlar tarafindan kolaylikla etkilenebilirler.
Biyolojik aktivitelerini kaybetmelerine ek olarak, ¢oziinmeyen hidrofobik agregatlar
membran fonksiyonlarina karigabilirler, diger kararsiz proteinlerin agregat
olusturmasina neden olabilirler (C, E et al. 1997; Ben-Zvi and Goloubinoff 2002;
Kim, Nollen et al. 2002).

Ayrica rekombinant proteinlerin E.coli’de yiliksek miktarda ekspresyonu
proteinin ¢okerek inkliizyon cisimcigi olusturmasina sebep olur (Bajorunaite,
Sereikaite et al. 2007). inkliizyon cisimcikleri protein ekspresyonu sirasinda dogru
katlanmamis ara tiriinlerin sitoplazmada ¢okmesiyle meydana gelmektedir. E.coli’de
eksprese edilen pek cok proteinin inkliizyon cisimcigi olusturmasinda proteinin
kaynagi, kullanilan promotor ve hedef proteinin hidrofobik olmasiyla bir iligkisi
olmadigi bilinmektedir. Bu sebeple hangi proteinlerin E.coli’de ekspresyonu
sirasinda inkliizyon cisimcigi olusturup olusturmayacag: ile ilgili bir genelleme

yapilamaz (Choi, Keum et al. 2006).

Sitoplazmada dogru katlanmanin gerceklestirilerek inkliizyon cisimcigi
olusumunu o6nlemek icin izlenebilecek ¢esitli ekspresyon stratejileri gelistirilmistir.
Molekiiler saperonlarla birlikte ekspresyonun gergeklestirilmesi, tercih edilen redoks
potansiyelini saglamak i¢in tiyoredoksin iceren tasiyict hiicre kullanimi, protein
sentezinin azaltilmasi, daha etkili E.coli (Origami(DE3), Rosetta-gami (DE3),
C41(DE3) ve C43(DE3) (Sorensen and Mortensen 2005) vb.) suslariin kullanima,
hiicrelerin daha diisiik sicakliklarda biiyiitiilmesi ve c¢oziinebilen polipeptidlerin

kullanimi gibi stratejiler mevcuttur (Choi, Keum et al. 2006).

Peptidil prolil izomerazlar gibi foldazlar ve IbpA/B, DnaK, Dnal, GrpE,

GroEL, GroES ve ClpB molekiiler saperonlar aktif olarak geri doniisiimlii protein
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yanlis katlanmasim1 ve agregasyonu geri dondiiriirler, pasif olarak da engellerler

(Baneyx and Mujacic 2004).

Ayrica Hsp70 (E.coli’deki DnaK, Dnal, GrpE (KJE)) ve Hsp100 (E.coli’deki
ClpB) molekiiler saperonlar1 arasindaki ag etkili olarak aktif ¢oziiniirlilkte birlikte
caligirlar ve kararali protein agragatlarini reaktive ederler (Glover and Lindquist
1998; Goloubinoff, Mogk et al. 1999; Ben-Zvi and Goloubinoff 2001; Diamant,
Eliahu et al. 2001). Farkli kimyasal saperonlar saperon agina etkileri farklidir. ClpB
ve KJE saperonlar1 tarafindan protein disagregasyonunu ve tekrar katlanmasini
betain fazlasiyla aktive ederken, trehaloz fazlasiyla inhibe eder (Diamant, Eliahu et
al. 2001). Boylece cesitli dogal organik bilesiklerin arasindaki konsantrasyon ve
denge, saperon aktivitesini dogrudan ayarlar ve birlesmis tuz ve 1s1 stresi altinda
hiicrelerdeki dogal proteinlerin termal kararliligini etkiler (Diamant, Eliahu et al.
2001).

Membran akigskan olmasini saglayan 1s1 sok-indiikleyici benzil alkol, E.coli ve
diger organizmalarda, diisiik sicakliklarda giiglii 1s1-soku gibi etki yaratir (Horvath,
Glatz et al. 1998; Saidi, Finka et al. 2005; Shigapova, Torok et al. 2005). Yapilan bir
calismada BA, 20 dakikada DnaK ve GroEL saperon protein seviyesini arttirdigi ve
endojen saperon ag ekspresyonunu indiikleyici olarak davrandigi bildirilmistir (De
Marco, Vigh et al. 2005). DnaK ve aymi kokenli molekiiler saperonlar hiicrelere
yiiksek sicaklik uygulandiginda veya yiiksek tuz konsantrasyonu gibi cevresel
etkenlerle gegici olarak overeksprese olurlar (Gross, Straus et al. 1990). Farkli tuz
konsantrasyonlariyla DnaK aracili iire ile denatiire edilmis Lactococcus lactis
kaynakli laktat dehidrogenazin tekrar katlanmasi ¢alisilmistir (Sugimoto, Nakayama
et al. 2003).

Ekspresyon esnasinda dogru katlanmasi saglanamayan proteinlerin in vitro
sartlarda dogal formunu kazanmasi saglanir. Protein in vitro tekrar katlanmasi,
proteinin denatiire edilirken molekiil i¢i disiilfit baglarinin indirgenmesi ve katlanma
tamponuna oksitleyici kimyasallarin ilavesiyle distlfit baglarmin tekrar olusumu
sonucunda  denatlire edici kimyasalin  uzaklastirilmasiyla  gerceklestirilir
(Berdichevsky, Lamed et al. 1999). Proteinin in vitro ortamda dogru sekilde

katlanarak aktivitesinin geri kazanimi gergeklestirilmeden 6nce saf haldeki inkliizyon
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cisimcikleri 6M guanidyum hidrokloriir veya 8M {ire kullanilarak denatiire hale
getirilir (Lilie, Schwarz et al. 1998). Ditiyoeritrol veya f-merkaptoetanol kullanilarak
sistein gruplarinin indirgenmis halde kalmasi ve disiilfit baglar1 olusumu i¢in hazir
hale getirilmesi saglanir (Lilie, Schwarz et al. 1998). Coziiniir hale getirilen
inkliizyon cisimciklerinin in vitro ortamda dogru olarak katlanmasini saglamak igin
denatiire edicilerin gradient uygulanarak diyaliz, seyreltme ve kromatografik

yontemlerle uzaklastirilmasi gereklidir (Vallejo and Rinas 2004).

Tekrar katlanma sicaklik, kullanilan tampon pH’s1 ve iyon siddeti gibi sartlarin
optimizasyonu ile daha etkin hale getirilebilir. Renatiirasyonu gerceklestirilecek
protein distilfit baglar1 igeriyorsa renatiirasyon tamponu redoks sistemini dengede
tutabilmelidir. Bunun i¢in diisiik molekiil agirligindaki indirgenmis ve yiikseltgenmis
formdaki glutatyon, sistein ve sisteamin gibi tiyol bilesiklerinin bir karigimi
kullanilabilir (Lilie, Schwarz et al. 1998). Refolding verimini arttirmak igin diisiik
molekiil agirlikli bazi1 kimyasallar veya deterjanlar kullanilmaktadir. Kullanilan
kimyasallarin bir kismi1 katlanmay1 arttirirken bir kismi da ¢okelmeyi baskilayici
olarak etki etmektedir (Bajorunaite, Sereikaite et al. 2007). L-Arjinin ¢okelmeyi
baskilayici, siklodekstrinler (Rozema and Gellman 1996) ise proteinlerde ¢okelmeyi
onleyici olarak kullanilmaktadir. B-siklodekstrin kromotografik olarak His-tag
rekombinant proteinlerin in vitro tekrar katlanma ¢alismalarinda kullanilmustir.
Dogru katlanmanin saglanmasi i¢in proteinden hem denatiire edicinin hem de
deterjanin uzaklagmasi gerekir. B-siklodekstrin deterjanin uzaklagmasini saglayarak

dogru katlanmaya yardimci olur (Oganesyan, Kim et al. 2004).
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8.3. Ek 3

Agaroz jel elektroforezde kullanilan c¢ozeltiler ve hazirlanmasi
S0XTAE
242 gr Tris Base, 57.1 ml Asetik asit, 100 ml 0.5 M EDTA destile su igerisinde

coziilerek 1 litreye tamamlanir.

Agaroz jel (% 0.8)

Agaroz (0.4 g) tartilir ve 1XTAE (50 ml) ile karnistirthir ve mikrodalga firinda
wsitilarak ¢oziiliir. Yaklasik 55°C’de 2 pl etidyum bromiir (10 mg/ml) ilave edilir.
Hazirlanan ¢ozelti kasete dokiiliir ve taraklar yerlestirilerek jelin donmasi beklenir.
Donduktan sonra tarak ¢ikarilarak icerisinde 1XTAE (300 ml) ve etidyum bromiir
(12.5 pl, 10 mg/ml) bulunan elektroforez tankina yerlestirilir.

Etidyum bromiir (10 mg/ml)
100 mg Etidyum bromiir distile su icerisinde ¢oziilerek 10 ml’ye tamamlanir. Filtre

edilerek koyu renkli bir sise icerisinde oda 1sisinda saklanir.

6XDNA yiikleme tamponu
%0.15 Bromofenol mavisi, %30 Siikroz. Distile su igerisinde ¢oziilerek 10 ml’ye

tamamlanir. Koyu renkli bir sise icerisinde oda 1sisinda saklanir.

Besiyerler ve Hazirlanmasi

LB (Luria-Bertani) broth besiyeri
Pepton (10 g/1), maya ekstrakt (5 g/l), NaCI (5 g/l) distile su icerisinde ¢oziilerek pH

7’ye ayarlanir ve 1 litreye tamamlanir. Otoklavda 121°C’ta 15 dakika sterilize edilir.

LB (Luria-Bertani) agar besiyeri

Pepton (10 g/l), maya ekstrakt (5 g/l), NaCl (5 g/l), agar (15 g/1) distile su igerisinde
coziilerek pH 7’ye ayarlanir ve 1 litreye tamamlanir. Otoklavda 121°C’ta 15 dakika
sterilize edilir. Besiyeri otoklavdan ¢iktiktan sonra 55-60°C’ye sogutulduktan sonra

gereken antibiyotik ilavesi yapildiktan sonra temiz petrilere dokiilerek katilagmaya
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birakilir. Katilasan petrilere besiyerinin adi1 ve hazirlanis tarihi yazilarak 4°C’de

muhafaza edilir.

SOC besiyeri

%2 Pepton, %0.5 maya ekstrakt, 10 mM NaCl (2.92 g), 2.5 mM KCI (3.73 g), 20
mM MgCl, (20.2 g), 20 mM MgSO, (24.6 g), 20 mM glukoz (9.0 g). Distile su
icerisinde ¢oziillerek 100 ml’ye tamamlanir. 0.45°lik steril filtreden gegirilerek -

20°C’de 200 pl’lik stoklar halinde saklanir.

Oto-indiiksiyon besiyeri

5 g maya ekstrakti, 20 g pepton, 5 g sodyum kloriir, 6 g sodyum fosfat dibazik, 3 ¢
potasyum fosfat monobazik tartilir; % 10’luk glukoz ¢ozeltisinden 5 ml, % 60’lik
gliserol ¢ozeltisinden 10 ml ve % 8’lik laktoz ¢ozeltisinden 25 ml eklenir. pH 7’ye
ayarlanir ve hacim 1 litreye tamamlanir. Hazirlanan besiyeri, 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edilir.

TB-Besiyeri

24g maya ekstrakti, 12g pepton, 4ml gliserol 900ml deiyonize su i¢inde hazirlanir.
121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir. 2.3g KH;PO,4, 12.59 K;HPO,
100ml deiyonize suda hazirlanir. 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir.

Besiyeri kullanilacagi zaman K tuzlar1 ¢ozeltisi eklenir.

M9 Tuzlar1 Minimal Besiyeri

5xM9 Tuzlan

6.4g Na,HPO,4.7H,0, 1.59 KH,PO4, 0.25g NaCl, 0.5g NH4CI deiyonize su ile 100ml
hazirlanir.

Besiyeri kullanilacagi zaman;

20ml M9 tuzlan ¢ozeltisine steril 1M MgSO,4, 1M CaCl,, 2ml %20 Glukoz

cozeltisinden eklenir. Steril deiyonize su ile 100ml’ye tamamlanir.

SDS-PAGE‘de Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

% 10’luk APS Cozeltisi
Amonyum persiilfat (0.1 g) tartilarak 1 ml saf suda c¢oziiliir. Cozelti taze

hazirlanmalidir.
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% 10’luk SDS Ccozeltisi
Sodyum dodesil siilfat (5 g) tartilarak bir miktar saf suda ¢oziiliir ve hacim 50 ml’ye

tamamlanir.

% 30’luk Akrilamid Cozeltisi
Akrilamid (30 g ) ve bis-akrilamid (0.8 g) tartilarak ve hacim 100 ml’ye tamamlanir.

1.5 M Tris Tampon (pH 8.9)
Tris (36.34 g) tartilarak bir miktar saf suda ¢oziiliir ve pHs1 8.9’a ayarlanir. Destile

suyla hacim 200 ml’ye tamamlanir.

1 M Tris Tampon (pH 6.8)
Tris (12.11 g) tartilarak bir miktar saf suda ¢oziiliir ve pHs1 6.8’e ayarlanir. Destile

suyla hacim 100 ml’ye tamamlanir.

SDS Yiiriitme Tamponu
Tris (3.03 g), glisin (14.04 g) ve SDS (1 g) tartilarak bir miktar saf suda ¢oziiliir,

hacim saf su ile 1 litreye tamamlanur.

6XOrnek Yiikleme Tamponu

Bromophenol blue (6 mg), Tris tampon (0.9 ml, 1 M, pH 6.8), gliserol (3.75 ml) ,
SDS (4.5 ml, % 10 (wt/vol)), destile su (2.1 ml) karistirilarak hazirlanir. Hazirlanan
cozeltiden 375 pl tiplere aktarilir. Kullanilacagi zaman mikrotiipe, 125 pl f-

merkaptoetanol ilave edilir.

Jel Boyama Cozeltisi
250ml metanol, 50ml asetik asit ve 0.5g Coomassie brilliant blue destile su ile

500ml’ye tamamlanir.

Cozeltiler
Lizozim Cozeltisi

10mg lizozim 1ml 50mM Tris-HCI (pH 8) tamponunda hazirlanir.

100mM PMSF Cozeltisi
0.17g PMSF 10ml izopropil alkol i¢inde hazirlanir. -20°C’de saklanir.
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100 mM IPTG Cozeltisi:
0.12 g IPTG steril su ile 5 ml’ye tamamlanir. -20°Cde saklanir.

100 mM CaCl;, Cozeltisi
1.5 g CaCl;.2H,0 deiyonize suyla 100 ml’ye tamamlanir. 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edilir.

100 mM MgCl, Cozeltisi
20 MgCl, deiyonize suyla 100 ml’ye tamamlanir. 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edilir.

85mM CaCl, %15 Gliserol Cozeltisi
1.2 g CaCl,.2H,0 ve 15ml gliserol deiyonize suyla 100 ml’ye tamamlanir. 121°C’de
15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir.

BCA Deneyi

Reaktif A- 1g bicinchoninic acid, 2g Na,C0O3.H,O, 0.16g sodyum tartarat, 0.4g
NaOH, 0.95g NaHCO3; 100ml deiyonize suya eklenir. Cozelti pH’s1 NaOH ile 11.3e

ayarlanir.
Reaktif B- 4g CuSQO4.5H,0 ¢o6zeltisi 100ml deiyonize suda hazirlanir.
Reaktif C- Reaktif A ve B’nin (1:1) karigtirilmast ile hazirlanir.
0.01-0.2mg/ml konsantrasyonlarda BSA standartlar1 hazirlanir. Analiz edilecek
ornekler ve standartlardan 100pl almir ve 100ul Reaktif C ile karistirilir. Ornekler

37°C’de yarim saat inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda &rnekler 562nm’de okunur.

Standart grafigi ¢izilir ve bilinmeyen konsantrasyon grafikten belirlenir.
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