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 ĠV 

ÖZET 

 

TEZ KONU BAġLIĞI: ALKOL DEHĠDROGENAZ 

BAĞLI MANYETĠK NANOPARTĠKÜLLERĠN KĠRAL 

ALKOL ÜRETĠMĠNDE KULLANILMAK ÜZERE 

GELĠġTĠRĠLMESĠ 

YAZAR ADI: BETÜL GENÇ 

 

Özgün özellikleri ve biyomoleküllerle aynı boyutta olma durumları gibi çeĢitli 

özelliklerinden dolayı nanopartiküllere ilgi gün geçtikçe artmaktadır. Bu özelliklerle 

birlikte manyetik nanopartiküller nanokatalizör olarak enzim-nanopartikül konjuge 

sistemi olarak hazırlanabilmektedir. 

Bu çalıĢmada hem katekol grubu ile modifiye hem de modifiye olmamıĢ 

manyetik demir oksit nanopartikülleri sentezlenmiĢtir. Süperparamanyetik özellikte 

oldukları belirlenmiĢ ve çeĢitli metotlarla yüzey karakterizasyonları yapılmıĢtır. 

Biyokatalizör olarak kullanılacak alkol dehidrogenaz enzimi mezofilik olan 

Staphylococcus saprophyticus bakterisinden pET14b vektör sistemine klonlanmıĢtır. 

Tahmini alkol dehidrogenaz genini taĢıyan pET14b plazmidi E. Coli BL21(DE3) 

ekspresyon kompetent hücrelerine aktarılmıĢtır. Hem IPTG indüksiyonu ile hem de 

oto-indüksiyon besiyerinde eksprese edilen alkol dehidrogenaz enzimi inklüzyon 

cisimciği olarak elde edilmiĢtir. in vivo doğru katlanma veya in vitro tekrar katlanma 

çalıĢmaları sonucu alkol dehidrogenaz enzimi saf olarak elde edilmiĢ ancak aktif 

formda elde edilememiĢtir. Bu proteinle ilgili çalıĢmalar devam etmektedir. Bu 

nedenle çalıĢmalarda Bacillus thuringiensis kaynaklı alkol dehidrogenaz enzimi 

kullanılmıĢtır. 

Ġmmobilizasyon sisteminin ekonomik olmasını sağlamak için kofaktör 

rejenerasyonunda Candida methylica kaynaklı format dehidrogenaz kullanılmıĢ ve 

tüm immobilizasyon sistemleri bu enzim ile optimize edilmiĢtir. 



 V 

Manyetik nanopartiküllere OXDC ve cmFDH koimmobilizasyonu baĢarı ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Kiral alkol üretiminde kullanılmak üzere dizan edilen alkol 

dehidrogenaz ve format dehidrogenaz birlikte immobilizasyon çalıĢmaları 

geliĢtirilmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 VĠ 

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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Ms Doygun mıknatıslanma 

Mr Kalan mıknatıslanma 

Hc Zorlayıcı alan 

OA Oleik asit 

EDC N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilkarbodiimid 

NADH Nikotinamid adenin dinükleotid 

NADPH Nikotinamid adenin dinükleotid fosfat 

MN Manyetik nanopartikül 

MN-OH NaOH çöktürmesiyle elde edilen nanopartikül 

MN-NH2 NH4OH çöktürmesiyle elde edilen nanopartikül 

CA Sitrik asit 

MN-CA Sitrik asit ile modifiye nanopartikül 

PVA Polivinilalkol 

MN-PVA Polivinilalkol ile modifiye partikül 

DX Dekstran 

MN-DX Dekstran ile modifiye partikül 

MN-NH2-OA Oleik asit ile modifiye partikül 

MN-OH-OA Oleik asit ile modifiye partikül 

DOP Dopaminhidroklorür 

MN-DOP-MT1, MT2, MT3, MT4, MT5 Dopamin ile modifiye partikül 

CAF Kafeik asit 

MN-CAF-MT1, MT2 Kafeik asit ile modifiye partikül 

SEM Taramalı elektron mikroskobu 

FTIR Fourier Transform Infrared Spektroskopisi 

PPMS Fiziksel Özellik Ölçüm Sistemi 

TGA Termal gravimetrik analiz 

TLC Ġnce tabaka kromatografisi 

OD600 600nm’de optiksel yoğunluk 

BSA Bovine serum albumin 

cmFDH Candida methylica kaynaklı FDH 

btADH Bacillus thuringiensis kaynaklı ADH 

OXDC Okzalat dekarboksilaz 

ssNTR S. saprophyticus kaynaklı nitroredüktaz 

Fe3O4-DOP-GA-enzim Dopamin ile modifiye manyetik nanopartiküllere 

immobilize enzim 

Fe3O4-GA-enzim Modifiye olmamıĢ nanopartiküllere immobilize 

enzim 

Fe3O4-CAF-enzim Kafeik asit ile modifiye manyetik nanopartiküllere 

immobilize enzim 

Fe3O4-enzim Modifiye olmamıĢ manyetik nanopartikülere 

immobilize enzim 

EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid 

GLY Glisin 

EDA Etilendiamin 

PCR Polimer Zincir Reaksiyonu 

SDS-PAGE Sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel eletroforezi 

MALDI-TOF Matriks-yardımlı lazer desorbsiyonu/iyonizasyonu- 

Time off flight kütle ölçümü 

HPLC Yüksek Performans Sıvı Kromatografisi 

BZA Benzaldehit 

BA 

N-N'-DMF 

Benzil alkol 

N-N'-dimetilformamid 
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1. GĠRĠġ VE TEZĠN AMACI 

 

Nanoteknoloji ve biyoteknoloji 1990’larda bağımsız olarak çeĢitli 

uygulamalarda kullanılmıĢtır. Zaman geçtikçe bu iki teknoloji arasındaki sinerjik 

etkileĢimler yeni avantajlar sağlamıĢtır. Bu geliĢmelere örnek “Nanobiyokataliz”dir. 

Nanobiyokatalizin ilk dönemlerinde enzimler adsorpsiyon veya kovalent bağlanma 

ile çeĢitli nanoboyuttaki materyallere immobilize edilmiĢtir. Oldukça geniĢ yüzey 

alanına sahip nanoyapılı materyallere daha fazla enzim bağlanmıĢ ve klasik 

matrikslere immobilize enzimlere nazaran enzim aktivitesinde artıĢ gözlenmiĢtir 

(Kim, Grate et al. 2008). 

 

Ġletkenlik veya mıknatıslanma gibi özellikleri ile homojen boyut dağılımı ve 

enzimlerle benzer boyuta sahip olmaları nanopartiküllerin enzim teknolojisinde 

birçok alanda kullanılmasını sağlamıĢtır. Bu özellikler, nanobiyokatalitik 

sistemlerdeki enzimin kararlılığına ve yüksek aktiviteye sahip enzim eldesine olanak 

sağlar. Böylece teknik ve ekonomik sonuçlar için enzimlerin katalizlediği kimyasal 

iĢlemlerde uzun süre kullanılabilen veya aralıklı kullanılabilen biyokatalizörler elde 

edilmiĢ olur. 

 

Nanobiyokatalitik sistemler ticari değeri yüksek kimyasalların sentezi için 

geliĢtirilmelidir. Örnek olarak endüstride optik bileĢiklerin hazırlanmasında yaygın 

olarak kullanılan katalitik asimetrik indirgenme reaksiyon verilebilir (Jacobsen 1999; 

Knowles 2002; Noyori 2002). Ketonların asimetrik indirgenmesi sonucu oluĢan kiral 

alkoller, yapı özelliklerinden dolayı farmasötik ve tarım kimyasalları gibi önemli 

bileĢiklerin sentezinde kullanılırlar (DJ 1999; Liese A 2000). Günümüzde ilaç 

sentezinin yaklaĢık %10’u biyokatalizörler kullanılarak gerçekleĢtirilir. Çünkü 

biyokatalizörleri kimyasal katalizörlerden ayıran özelliklerin baĢında seçicilik, 

reaksiyon güvenliği ve doğal olmaları gelmektedir. Enzimin substratına olan 

seçiciliğinden dolayı çok yüksek enantiyo- ve kemoseçicilik sağlanır. 

 

Çevre dostu reaksiyonları ve immobilizasyon tekniği ile kararlı olabilmelerine 

rağmen oksidoredüktaz sınıfı enzimler pahalı kofaktör moleküllerine (NAD(P)H) 
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ihtiyaç duyarlar. Kofaktör moleküllerinin, çoğu kez sentezlenmek istenilen üründen 

daha maliyetli olması, oksidoredüktazların uygulamalarını sınırlandırabilmektedir. 

Bu sorunun aĢılmasına yönelik olarak çeĢitli stratejiler geliĢtirilmiĢtir. En önemli 

strateji, kofaktörün ortamda rejenerasyona tabi tutulmasıdır. Bu amaca yönelik 

olarak, kofaktör mühendisliği çalıĢmaları (fotokimyasal, elektrokimyasal, kofaktör 

immobilizasyonu) olmakla birlikte, en avantajlı ve tercih edileni, enzimatik kofaktör 

rejenerasyon yöntemidir. 

 

Bu tezin amacı ticari değeri yüksek kiral alkol üretimine yönelik ikili enzim 

sistemlerinin geliĢtirilmesidir. Kiral alkol sentezini gerçekleĢtirecek alkol 

dehidrogenaz enzimi mezofilik mikroorganizma olan Staphylococcus 

saprophyticus’dan klonlanacaktır. Rekombinant sistemleri geliĢtirilecek ve 

karakterizasyonuna yönelik araĢtırmalar yapılacaktır. 

 

  Endüstriyel kullanımını kolaylaĢtırmak ve aktif bir Ģekilde sıralı kullanımını 

sağlamak için immobilizasyon tekniği kullanılacaktır. Ġmmobilizasyon matriksi 

olarak kullanılmak üzere manyetik nanopartikül sentezlenecektir. Manyetik 

nanopartiküllerin kararlılığının az olması sebebiyle yüzey modifikasyonu yapılacak 

ve enzimler kovalent olarak matrikse bağlanacaktır. Kofaktör bağımlı S. 

saprophyticus’dan klonlanacak alkol dehidrogenaz enzimi için ekonomik bir 

nanobiyokataliz sisteminde kofaktör rejenerasyonu gereklidir. Bu sebeple Candida 

methilica kaynaklı format dehidrogenaz kofaktör rejenerasyonu için ikinci enzim 

olarak kullanılacaktır. Her iki enzimin uygun sitokiyometride hazırlanması sonucu 

elde edilecek olan immobilizasyon sistemiyle enzim kararlığının arttırılması ve uzun 

süren aktivite eldesi hedeflenmektedir. 
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2. LĠTERATÜR TARAMASI 

 

2.1. Nanopartiküller ve Kullanım Alanları 

 

  Nanomateryaller, özel boyut, elektronik, optik, manyetik ve katalitik özellikleri 

dolayısıyla bilgi saklama, biyomedisin, biyolojik iĢaretleme, elektrokataliz gibi farklı 

alanlarda kullanılır. Nanomateryallerin biyoteknolojide kullanımı, materyal bilimi ile 

biyolojiyi birleĢtirmektedir. Nanopartiküller tedavi edici uygulamalarda özgün 

özellikler sunarak özellikle kullanıĢlı bir platform sağlamaktadır (Gao, Cui et al. 

2004). Nanopartiküllerin biyoloji ve tıpta uygulama alanları aĢağıdaki gibi 

sıralanabilir (Salata 2004); 

 

 Floresan biyolojik etiketleme 

 Ġlaç ve gen iletimi 

 Patojen belirleme 

 DNA probu geliĢtirilmesi 

 Doku mühendisliği 

 Hipertermi 

 Biyolojik molekül ve hücre ayrılması, saflaĢtırılması 

 MRI kontrast geliĢtirilmesi 

 Fagokinetik çalıĢmalar 

 

  Özgün özellikleri ve protein ve polinükleik asitler gibi biyomoleküllerle yakın 

boyutta olma durumları gibi çeĢitli özelliklerinden dolayı nanopartiküllere olan ilgi 

gün geçtikçe artmaktadır (Salata 2004). Proteinlerle benzer boyutta olmaları 

nanopartikülleri biyoetiketleme için uygun kılar. Ancak boyut nanopartiküllerin 

birçok özelliğinden sadece bir tanesidir. Biyolojik hedef ile etkileĢmesi için biyolojik 

veya moleküler kaplama veya biyoinorganik arayüzey nanopartiküle uygulanmalıdır. 

Biyolojik kaplama antikorları, kollajen gibi biyopolimerleri veya biyouygun kılacak 

tek katmanlı molekülleri içerebilir. Ek olarak nanopartiküller floresan ve manyetik 

davranıĢları gibi kullanıĢlı özellikleri sağlayan metal ve yarı iletken çekirdek 

materyali ile biçimlendirilebilir (Ferrari 2005). Çizelge 2.1’de uygun özellikleriyle 
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bazı bilinen çekirdek materyalleri, yüzey modifikasyonunda kullanılan ligantları ve 

uygulamaları verilmiĢtir. 

 

Çizelge 2.1. Metal ve yarı-iletken çekirdek materyalleri. 

Çekirdek 

Materyali 
Özellikleri Ligant (lar) Uygulamalar 

Au 
Optik absorpsiyon,  floresan ve 

floresan sönüm, stabilite 

Tiyol, fosfin, disülfit, amin Biyomolekül tanıma 

Ag Yüzey-artan floresan Tiyol Algılayıcı 

Pt Katalitik Tiyol, amin, izosiyanid Biyokatalizör, algılayıcı 

CdSe IĢıma, foto-stabilite Tiyol, fosfin, piridin Görüntüleme, algılayıcı 

Fe2O3 
Manyetik Diol, dopamin türevleri, amin MR görüntüleme,  biyomolekül 

saflaĢtırma 

SiO2 Biyouyumluluk Alkoksisilan Yüzey kaplama ile biyouyum 

 

2.2. Manyetik Nanopartikül Hakkında Genel Bilgi 

 

  Nanopartiküller metalik, yarı iletken ve polimerik olmak üzere materyal 

çeĢidine göre sınıflandırılabilir. Metalik olan manyetik nanopartiküller kuvvetli 

mıknatıslanabilen materyallerden meydana gelir (Ito, Shinkai et al. 2005; Tanaka, Ito 

et al. 2005). Bu materyaller demir, nikel, kobalt ve manyetik metallerin karıĢımından 

oluĢan alaĢımları içerir. 

 

  Nanoboyuttaki manyetik nanopartiküller biyomedikal uygulamalarda birçok 

avantaja sahiptir. Öncelikle istenilen çalıĢmaya uyum sağlayabilmesi için 

boyutlarının optimizasyonu yapılabilir ve özellikleri kolayca kontrol edilebilir. Ġkinci 

olarak nanopartiküller dıĢ manyetik alan uygulaması ile hareket edebilirler. Manyetik 

nanopartiküller genellikle ayırma, saflaĢtırma ve farklı biyomoleküllerin konsantre 

edilmesinde kullanılır. Antikor ve oligonükleotid proplar manyetik nanopartikül 

yüzeyine immobilize edilebilir. Hedef moleküller böylece ya yüzeye bağlanır ya da 

çözelti içinde yakalanır. Manyetik alan uygulamasıyla bu partiküller etkileĢir, sadece 

bir bölgeye toplanır ve çözeltiden ayrılır. Biyolojik çalıĢmalarda bu manyetik 

nanopartiküllerin ya da mikroküreciklerin uygulamaları mevcuttur. Bu çalıĢmalar (1) 

in vivo progenitör hücrelerin izlenmesi ve geri kazanılmasını (Lewin, Carlesso et al. 
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2000); (2) antijenlerin belirlenmesini (Perrin, Theretz et al. 1999); (3) nanokatalizör 

olarak enzim-nanopartikül konjuge sisteminin hazırlanmasını (Yang, Zhang et al. 

2004); (4) su örneklerinden bakterilerin ayrılmasını (Ho, Tsai et al. 2004); (5) 

bakteriyel kültürden yüksek verimle ultra saf plazmid DNA saflaĢtırılmasını içerir 

(Chiang, Sung et al. 2005). 

 

  Son yıllarda manyetik nanopartiküller, manyetik depolama ortamı (Sun, 

Murray et al. 2000), biyosensör uygulamaları (Miller, Prinz et al. 2002), hedefli ilaç 

iletimi (Chourpa, Douziech-Eyrolles et al. 2005; Jain, Morales et al. 2005) gibi tıbbi 

uygulamalar, manyetik rezonans görüntüleme (MRI) için kontrast ajanları (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 yazıcı manyetik mürekkep üretimini (Charles and 

Popplewell 1982) içeren birçok teknolojik uygulamalar için geliĢtirilmiĢtir. 

Nanopartiküllerin özellikleri en çok boyutuna bağlı olduğu için boyutlarının kontrolü 

çok önemlidir. Manyetik sıvı (ferrofluid) özelliklerinin anlaĢılması ve 

uygulamalarının yenisinin geliĢtirilmesi veya var olanın iyileĢtirilmesi için 

sürfaktanların kontrolü, partikül boyutu, maddeler ve fiziksel davranıĢları önemlidir.  

   

  Uygun yüzey kimyası ile süperparamanyetik demir oksit nanopartiküller MRI 

kontrast artıĢı, doku onarımı, immünoassay, biyolojik sıvıların detoksifikasyonu, 

hipertermi, ilaç iletimi ve hücre ayrımı gibi çeĢitli in vivo çalıĢmalarda kullanılabilir 

(Gupta and Gupta 2005). Tüm bu biyomedikal uygulamalarda 100nm’den küçük ve 

sınırlı partikül boyut dağılımına sahip nanopartiküller gereklidir. Ayrıca hedefli 

iletime izin verebilecek toksik olmayan ve biyouyumlu özel yüzey modifikasyonları 

gereklidir. Manyetik nanopartiküller ilaç, enzim, protein, antikor ve nükleotidlere 

bağlanabilir ve manyetik alan uygulanarak organ, doku veya tümörlere 

yönlendirilebilir (Chastellain, Petri et al. 2004).  
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2.3. Manyetik Nanopartikül Sentezi 

 

 Çok sayıda kimyasal metot manyetik nanopartikül sentezi için kullanılmıĢtır. 

Bu metotlar; mikroemülsiyon (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), öncü maddelerin hidroliz ve 

termolizi (Kimata, Nakagawa et al. 2003), akıĢ enjeksiyon sentezi (Salazar-Alvarez, 

Muhammed et al. 2006) ve elektrosprey’dir (Basak, Chen et al. 2007).  

 

 Süperparamanyetik nanopartiküllerin sentezi koloidal yapılarından dolayı 

kompleks bir iĢlemdir (Sophie Laurent 2008). Ġlk dikkat edilmesi gereken uygun 

boyutta manyetik taneciklerden oluĢan bir populasyon elde etmektir. Ġkinci kritik 

nokta ise ultrasantrifüj, jel filtrasyon kromatografisi, manyetik filtrasyon veya akıĢ 

alan gradiyenti gibi kompleks saflaĢtırma basamakları olmaksızın tekrar 

uygulanabilir proses seçmektir. Magnetit nanopartikül üretiminde en yaygın 

kullanılan metot ise demir tuzlarını birlikte çöktürme tekniğidir (Lee, Jeong et al. 

2004; Sun, Ma et al. 2004; Morrison, Cahill et al. 2005; Qiu, Yang et al. 2005; 

Martínez-Mera, Espinosa-Pesqueira et al. 2007). 

 

2.3.1. Birlikte Çöktürme ile Klasik Sentez 

 

  Birlikte çöktürme tekniği manyetik partikül elde etmek için en kolay ve en 

verimli kimyasal yoldur. Demir oksitler (hem Fe3O4 hem de γ-Fe2O3) genellikle sulu 

ortamda Fe
+3

 ve Fe
+2

 tuzlarının sitokiyometrik karıĢımı ile hazırlanır. Magnetit 

(Fe3O4) oluĢum kimyasal reaksiyonu EĢitlik 2.1’deki gibidir. 

 

Fe+2   +   2Fe+3   +   8OH-  Fe3O4   +   4H2O      (2.1)

 

 

  Bu reaksiyonun termodinağine göre oksijensiz ortamda 2:1 (Fe
+3

/Fe
+2

) 

sitokiyometrik oranla Fe3O4 nanopartiküllerin tamamının çökmesi pH 8-14 
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aralığında beklenmektedir (Jolivet, Chaneac et al. 2004). Ancak Fe3O4 kararlı 

değildir ve oksijene karĢı duyarlıdır. Fe3O4 oksijen varlığında maghemite (γ-Fe2O3) 

dönüĢür. 

Fe3O4   +   2H+                  Fe2O3   +   Fe+2   +   H2O      (2.2)

 

 

  Hava ile oksidasyon γ-Fe2O3 dönüĢümü için tek yol değildir. EĢitlik 2.2’ye göre 

süspansiyonun pH değerine bağlı olarak çeĢitli elektron veya iyon transferleri 

mümkündür. Asidik ve anaerobik Ģartlar altında, yüzey Fe
+2

 iyonları çözeltide hekza-

su kompleksleri gibi desorbe edilebilir (Sophie Laurent 2008). 

 

  Nanopartiküllerin boyut ve yapısı pH, iyonik kuvvet ve sıcaklığa, tuzların 

varlığına (perklorat, klorid, sülfat ve nitratlar) veya Fe
+3

/Fe
+2

 konsantrasyon oranına 

bağlıdır. Magnetit sentezi sırasında Ģelatlayıcı organik anyonların (sitrik, glukonik 

veya oleik asit gibi α-hidroksi karboksilat veya karboksilat iyonları) veya polimer 

yüzey kompleksleyici ajanların (dekstran, karboksidekstran, niĢasta veya 

polivinilalkol) ilavesi nanopartiküllerin boyut kontrolüne yardımcı olabilir. Organik 

ve demir tuzları arasındaki molar orana göre demir oksit yüzeyinde bu organik 

iyonların Ģelasyonu hem daha büyük parçaları oluĢturan çekirdeklenmeyi hem de 

küçük partikülleri oluĢturan kristal çekirdeğinin büyümesini engeller (Sophie Laurent 

2008). 

 

2.4. Manyetik Nanopartiküllerin Karakterizasyonu 

 

  Manyetik nanopartiküllerin manyetik özellikleri boyutuna, Ģekline, 

mikroyapısına ve kimyasal fazlarını içeren fiziksel yapısına bağlıdır. Ayrıca biyolojik 

davranıĢları dağılma, yük, kaplama doğasının yanı sıra boyut ve yapısına da bağlıdır. 

Birçok fizikokimyasal teknik bu parametrelerin belirlenmesinde kullanılmaktadır. 
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2.4.1. Boyut ve Yüzey Karakterizasyonu 

 

  Nanopartiküllerin boyutlarını belirlemek için farklı metotlar kullanılmaktadır. 

Ancak “boyut” belirsiz bir tanımdır. Ġlk önce nanopartikül farklı bölümlerle 

tanımlanmalıdır: çekirdeğin kristal bölümü, tüm demir çekirdeği (kristal ve amorf), 

çekirdek ve kabuk.  

   

  Partikül çekirdeği Geçirmeli Elektron Mikroskobu (Transmission Electron 

Microscopy, TEM) ile görüntülenebilir (Kaiser and Miskolczy 1970). Bu teknik 

çekirdeğin toplam partikül boyutunu (kristal ve amorf kısım) verebilmektedir. 

Yüksek Çözünürlükte TEM (HR-TEM) ise kristal nanopartiküllerin yüzeydeki 

atomik düzenlenmesi hakkında bilgi verebilmektedir. XRD, partiküllerin kristal 

yapısını elde etmek için kullanılabilir. Burada deneysel ve referans piklerin 

yoğunluğu karĢılaĢtırılarak karıĢımdaki demir oksit oranı belirlenebilir (Inouye, Endo 

et al. 1982). SANS (Small-angle neutron scattering) boyut, dağılma, Ģekil ve yapısı 

hakkında bilgi verebilen çok güçlü bir tekniktir (Lindner and Zemb 2002). Dinamik 

IĢık Saçılım spektroskopisi olarak da bilinen Foton korelasyon spektroskopisi (PCS) 

de nanopartikül boyutunu belirlemek için kullanılan genel bir tekniktir. 

   

  Atomik ve kimyasal kuvvet mikroskobu (AFM ve CFM), termogravimetrik 

analizi (TGA), Diferansiyel Taramalı Kalorimetrisi (DSC), X-ıĢını Fotoelektron 

Spektroskopisi, Kızılötesi Spektroskopisi (IR), Fourier DönüĢümlü Kızılötesi 

Spektroskopisi (FT-IR), kondüktometri, potansiyometri yüzeyi modifiye demir oksit 

nanopartiküllerinin yüzey özelliklerinin belirlenmesinde kullanılmaktadır (Di Marco, 

Guilbert et al. 2007). Bu teknikler demir oksit yüzeyi ve kaplama arasındaki 

bağlanma doğasını ve kuvvetini tanımlar. Ayrıca nanopartiküllerin manyetik 

özelliklerinin modifikasyonla etkilenip etkilenmediği anlaĢılabilmektedir. 
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2.4.2. Manyetik Özelliğinin Belirlenmesi 

 

  Demir oksit nanopartiküllerinin manyetik özelliğinin karakterizasyonu için iki 

ana ölçüm yapılır. Birinci uygulama olan M(H), verilen sıcaklıkta uygulanan alan 

fonksiyonu olarak mıknatıslanma (histeresis eğrisi) ve diğer bir uygulama olan M(T), 

sabit manyetik alanda sıcaklık fonsiyonu olarak mıknatıslanma zero-field-cooled ve 

field cooled mıknatıslanma eğrileri ġekil 2.1’de verilmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 2.1. (A) Ferromanyetik maddenin mıknatıslanma M(H) histeresis eğrisi; (B) 

ZFC-FC mıknatıslanma ölçümü. 

 

  ġekil 2.1. A’da verilen eğriye göre madde mıknatıslanma doygunluk değerine, 

±Ms(T), ulaĢtığında M(H) simetrik histeresis davranıĢını göstermektedir. Eğriler 

kalan mıknatıslanmada, ±Mr(T), sıfır dıĢ alandan geçer ve mıknatıslanma zorlayıcı 

alanda, ±Hc(T), sıfır olur. Hc, doygun mıknatıslanmadan sonra mıknatıslanmayı 

sıfıra indirmek için gerekli olan manyetik alan yoğunluğudur. DıĢ alanın ilk 

uygulanması sıfır noktasında baĢlar ve ham eğriyle sonuçlanır. Kalan 

mıknatıslanmanın doygun mıknatıslanmaya oranı Mr/Ms, artık mıknatıslanma olarak 

adlandırılır ve 0’dan 1’e değiĢir. 

  Zero-field-cooled (ZFC) ve field cooled (FC) prosedürlerine göre ölçülen 

sıcaklık bağımlı mıknatıslanma genellikle enerji bariyerleri hakkında bilgi edinmek 

için kullanılır (ġekil 2.1, B). ZFC eğrisi için nanopartiküller süperparamanyetik ise 

sınırlayıcı sıcaklığın (TB) altındaki düĢük sıcaklığa soğutulur, nanopartiküller 
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ferromanyetik ise TB üstündeki bir sıcaklığa getirilir. Sonra manyetik alan uygulanır 

ve mıknatıslanma sıcaklık fonsiyonu olarak ölçülür. FC eğrisi aynı alanda örneğin 

düĢük sıcaklığa soğutulduğunda oluĢan mıknatıslanmanın ölçülmesiyle elde edilir. 

ZFC ve FC ölçümlerinde manyetik alan anizotropi alanına kıyasla yeterince zayıf 

olmalıdır. Böylece ZFC-FC eğrisi gerçek enerji bariyer dağılımını yansıtır (Liu 

2006). 

 

  Mutlak sıcaklık altında yığın halindeki maddeler termal enerjiden (kT) daha 

fazla manyetik anizotropik enerjiye sahiptirler (ġekil 2.2 (a), büyük nanopartikül). 

Nanopartikülün termal enerjisi manyetik spin yönünü değiĢtirmek için yeterli 

değildir. Bu nedenle madde ferromanyetiktir. 

 
 

ġekil 2.2. (a) Termal enerji diyagramı ve (b,c) boyutlara göre histeresis eğrileri. 

 

  Ancak küçük partiküller termal enerjiye kıyasla daha düĢük anizotropik 

enerjiye sahiptir ve bu enerji spin yönünü değiĢtirmek için yeterlidir (ġekil 2.2 (a), 

küçük nanopartikül). Manyetik dalgalanma sıfırda net mıknatıslanmaya neden olur 

ve bu nanopartiküllerin süperparamanyetik olduğunu gösterir. Örneğin, 55nm γ-

Fe2O3 300K’de 52 Oe artık mıknatıslanma ile ferromanyetik özellik gösterir ama 

12nm boyutlu γ-Fe2O3 partiküller histeresis davranıĢı olmadan süperparamanyetizma 

özelliği gösterir (ġekil 2.2 (b,c)). Hc ve Mr değeri ferromanyetikler için sıfırdan 

büyüktür ve süperparamanyetikler için sıfırdır (Vassiliou, Mehrotra et al. 1993).  
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2.5. Manyetik Nanopartikül Modifikasyonu 

 

  Demir oksit nanopartiküller hem biyolojik ortamda hem de manyetik alan 

uygulandığında agregat oluĢumuna karĢı dayanıklı olmalıdırlar. Demir oksit 

nanopartiküllerin süspansiyondaki kararlılığı üç ana kuvvetle kontrol edilir: (a) 

hidrofobik-hidrofilik, (b) manyetik ve (c) van der Waals. Demir oksit nanopartiküller 

hidrofobik etkileĢimlerden dolayı mikron boyutta küme oluĢturarak bir arada 

toplanmaya meyillidirler. Mikron boyuttaki kümeler daha ileride manyetik dipol-

dipol etkileĢimlerinden dolayı bir araya gelirler. Manyetik alan varlığında bu 

kümelerin mıknatıslanması bir araya gelmelerini arttırabilir (Hamley 2003). 

Genellikle nanometre boyuttaki partiküller toplam yüzey enerjisini azaltmak için 

çekici van der Waals kuvvetlerinden dolayı süspansiyonda bir araya toplanırlar. 

Sonuç olarak bir araya gelerek küme oluĢturan demir oksit nanopartiküllerinin düĢük 

yüzey alanı ve büyük boyutlarından dolayı kullanım alanındaki etkileri (ilaç iletim 

sistemlerinde düĢük ilaç yüklenmesi gibi) azalmıĢ olur. Bundan dolayı süspansiyonda 

demir oksit nanopartiküllerin stabilizasyonu için yüzey modifikasyonu çok 

önemlidir. 

 

  Yüzey modifikasyonu demir oksit nanopartiküllerinin sentezi esnasında veya 

sentezden sonra gerçekleĢtirilebilir. Çizelge 2.2’de demir oksit nanopartiküllerin 

stabilizasyonunda kullanılan maddeler bulunmaktadır (Mahmoudi, Sant et al. 2010). 

 

  Demir oksit nanopartiküller biyomedikal uygulamalarda kullanılmak için sterik 

olarak seyrelticilerle kararlı hale getirilirler. Ancak dekstran gibi yüksek afiniteyle 

bağlanma grubundan yoksun seyrelticiler, demir oksit çekirdek çapından oldukça 

büyük hidrodinamik çaplarla geniĢ nanopartikül boyutlarına neden olur. Böylece 

etkili bağlanma engellenir (Sun, Lee et al. 2008). Sterik kararlılık manyetik demir 

oksit nanopartiküllerinin yüzeyine güçlü bağlanan düĢük molekül ağırlıklı 

seyrelticiler kullanılarak da sağlanabilir. Katekoller gibi enediol-ligantlar yüksek 

afinite ile metal oksit nanopartiküllerin yüzeyine bağlanırlar (Rajh, Chen et al. 2002). 

Yüksek afiniteyle bağlanma 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) 

nanopartiküllerin kararlılığını arttırmak için kullanılır. Ancak dopaminin 
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nanopartiküllerin yüzeyine adsorbe olduğu iddia edilmiĢtir (Zürcher, Wäckerlin et al. 

2006; Shultz, Reveles et al. 2007). Bundan baĢka çökmüĢ dopamin bileĢiğinin 

oksidasyona meyilli olduğu gösterilmiĢtir (Amstad, Gillich et al. 2009). Bu durumu 

önlemek için molekül ağırlığı 5kDa olan polietilenglikol ile dopamin arasında farklı 

bağlayıcılar kullanılmıĢ ve nanopartiküllerin çökmesi engellenmiĢ ve kararlı olmaları 

sağlanmıĢtır (Y. Sahoo 2001). 

 

Çizelge 2.2. Demir oksit nanopartikül stabilizasyonunda kullanılan materyaller ve uygulamaları. 

Kullanılan Materyal Uygulamaları 

Amorf Silika Biyomolekül izolasyonu 

Mezopor Silika Ġlaç iletimi, Ġmmobilizasyon, Genomik ve plazmid DNA izolasyonu 

Polietilen glikol (PEG) NMR görüntüleme 

Polivinil alkol (PVA) Görüntüleme ve ilaç iletimi 

Polivinilpirolidon Ġlaç iletimi 

Poliakrilik asit Rekombinant doku plazminojen aktivatörü ile hedef tromboliziz 

Polistiren Hücresel görüntüleme ve DNA hibridizasyonu, 

Polimetilmetaakrilat DNA ayırma ve amplifikasyonu 

Polidipirol/bikarbazol DNA hibridizasyonu 

Etil selüloz Ġlaç kimyasallarının ekstraksiyonu 

Kitosan Doku mühendisliği ve hipertermi 

Dekstran E.Coli izolasyonu, görüntüleme ve ilaç iletimi 

NiĢasta Görüntüleme 

Lipozom Görüntüleme, ilaç iletimi ve hipertermi 

Albumin Hücre ayırma 

Jelatin Genomik DNA izolasyonu ve ilaç iletimi 

Yağ Asitleri Görüntüleme ve ilaç iletimi 

 

  Nanopartiküllere bağlı ligant molekülleri hem partikül boyutlarını kontrol eder 

hem de nanopartiküllerin agregat oluĢturmasını engeller. Nanopartiküllerin çekirdek 

maddesine ve hangi çözücü içinde olacağına bağlı olarak doğru ligant seçimi ile 

nanopartiküller kararlı hale gelebilir. Yüzey fonksiyonlandırılmasında sürfaktan 

ilavesi ve sürfaktan değiĢimi olarak iki yaklaĢım vardır (ġekil 2.3). Sürfaktan ilavesi 

hem hidrofobik hem de hidrofilik bileĢenden oluĢan amfifilik moleküllerinin 

adsorpsiyonu ile gerçekleĢir (ġekil 2.3, (a)). Hidrofobik kısım hidrokarbon zinciri ile 
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çift katman yapı oluĢtururken hidrofilik gruplar nanopartiküllerin dıĢ kısmında 

kalırlar ve nanopartiküllerin suda çözünür hale gelmesini sağlarlar. 

 

 

 

ġekil 2.3. (a) Sürfaktan ilavesi ve (b) sürfaktan değiĢimi ile yüzey 

fonksiyonlandırılması. 

 

  Örnek olarak oleik asit (OA) ya da oleilamin ya da bu sürfaktanların birleĢimi 

kullanılarak kararlı hale getirilen nanopartiküller verilebilir. Metal karboksilat (ġekil 

2.4) ve/veya metal-amin bağının oluĢumu ile nanopartiküller hidrofobik özellik 

kazandıran hidrokarbon tabakasıyla kaplanır (ġekil 2.5).  

 

O

O

C (CH2)7 C C=

H H

(CH2)7 CH3

Fe3O4

 

ġekil 2.4. OA COO
-
 grubu ve Fe atomu arasındaki Ģelatlayıcı bidentat etkileĢimi. 
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ġekil 2.5. OA kaplı demir oksit nanopartikül sentezi. 

 

  Sürfaktan değiĢimi ise demir çekirdeğinin esas özellikleri değiĢmeden 

yüzeydeki grupların özgün ligantlarla yer değiĢtirdiği yeni bir metottur (ġekil 2.3, 

(b)). Bu metotla elde edilen manyetik nanopartiküller oldukça kararlıdır. Çünkü 

sürfaktan değiĢim reaksiyonu esnasında daha güçlü bağlar meydana gelir (Xu and 

Sun 2007). Ligant değiĢim metodu ile hidrofilik nanopartikül hazırlamak için 

Polielektrolit- (Zhang, Ge et al. 2007) ve PEG-merkezli hidrofilik polimerler 

kullanılmıĢtır (Liu, Guo et al. 2008; Young, Xu et al. 2009). Bu lineer polimerlerle 

bir araya gelerek nanopartiküllerin çökmesi engellenebilir ancak boyut kontrolünün 

yapılması çok zordur. 

 

  Ligant değiĢimi ortama eklenen yeni ligandın nanopartikül yüzeyine ilgisinin 

yüzeydeki hidrofobik liganttan daha fazla olması durumunda gerçekleĢir. Dopamin 

merkezli ligantlar örnek olarak verilebilir. Dopamin demir oksit nanopartiküllerin 

yüzeyine çok kuvvetli bağlandığı için ligant değiĢimi baĢarılı olur (Nagesha, Plouffe 

et al. 2009).  

 

2.6. Manyetik Nanopartikül-Enzim Konjuge Sistemler 

 

  Son yıllarda birçok manyetik ayırma prosedürleri biyomoleküllerin izolasyonu 

ve saflaĢtırılmasında kullanmak için geliĢtirilmiĢtir (Saiyed 2003). Bu tekniklerle 

kompleks karıĢımdan biyomolekül kolay, hızlı ve yüksek özgüllükle saflaĢtırılır. Son 
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yıllarda uygun stabilizörle kaplanmıĢ mikrometre veya submikrometre boyutlu 

manyetik partikülleri içeren sistemler protein, enzim ve ilaç bağlanması için destek 

olarak kullanılmıĢtır. Örnek olarak, heparin bağlı magnetitler kanda hücrelere 

bağlamak, dekstran kaplı magnetitler ilaç taĢımak ve silan kaplı demir partiküller 

radyoimmün deneyleri için kullanılmıĢtır (Ramchand 2001). 

  

  Manyetik nanopartiküllerin kullanıldığı sistemler enzimlerin ayrılmasında 

afinite matriks olarak da kullanılmıĢtır. At karaciğer alkol dehidrogenaz enziminin 

saflaĢtırılmasında 5'-AMP bağlı manyetik Sepharose
®
 beadler baĢarıyla kullanılmıĢtır 

(Mosbach 1977). Manyetik alginat mikroküreciklerde α-amilaz enziminin 

saflaĢtırılmasında kullanılmıĢtır (Safarikova 2003). 

 

  Proteinlere (Protein A ve streptavidin gibi) ve antikorlara bağlı 

süperparamanyetik mikrokürecikler, immün uygulamalarında, nükleik asit 

çalıĢmalarında ve hücre ayırma-görüntüleme dahil birçok alanda katı-faz desteği 

olarak kullanmaya baĢlanmıĢtır. Birçok Ģirket farklı kimyasal fonksiyonel grupları ile 

çeĢitli boyutta partikül sağlamaktadır. Örneğin, Polysciences, Inc., inert silan kaplı 

demir oksit çekirdeği içeren Biomag
®
 magnetik beadleri pazarlamaktadır. Partikül 

yüzeyi, protein, glikoprotein ve diğer ligantların kovalent bağlanması için amin veya 

karboksil grupları ile fonksiyonlandırılır. Biomag partikülleri keçi antifare, keçi 

antitavĢan ve kuzu antifloresan ikincil antikorlar veya insan hücre yüzeyine özgül 

birçok monoklonal antikor ile kovalent olarak bağlanmayı sağlar. 

 

  Manyetik taĢıyıcılara immobilize olmuĢ ve biyolojik olarak aktif bileĢikler, 

hedef molekül veya hücreleri yakalamak veya modifiye etmek için afinite ligantları 

olarak veya biyodenemelerde direk olarak kullanılabilir. Örnek olarak Abudiab ve 

Beitle (Abudiab and Beitle Jr 1998) kompleks karıĢımdan protein izolasyonu için 

manyetik immobilize metal afinite ortamı geliĢtirmiĢlerdir. Bu metot manyetik 

agaroz yüzeyine iminodiasetik asit (IDA) bağlanmasını içerir. Bu madde metal 

iyonları (Cu
+2

 veya Zn
+2

) ile kompleks oluĢturduğunda proteinlerle bağlanmaya 

uygun hale gelir. Aynı Ģekilde Qiagen Inc., Germany Ni-NTA (nitriloasetik asit) 

manyetik agaroz beadlerinin kullanıldığı protein saflaĢtırma metotları da 

geliĢtirmiĢtir. Ni-NTA bağlı manyetik beadler, 6xHis-taĢıyan proteinlerin manyetik 

olarak yakalama deneylerinde kullanılmıĢtır (Sinclair 2000). 
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2.6.1. Bağlanma Kimyası 

 

  Nanopartiküllere proteinlerin bağlanmasında dört yaklaĢım bulunur: Bunlar, 

(1) elektrostatik adsorpsiyon; (2) nanopartikül yüzeyindeki liganda bağlanması; (3) 

proteinin tanıdığı ve bağlandığı kofaktör molekülüne bağlanması; (4) nanopartikül 

yüzeyine direk bağlanma Ģeklindedir. 

 

Elektrostatik Adsorpsiyon 

 

  Yaygın olarak kullanılan bağlanma yaklaĢımı elektrostatik adsorpsiyondur 

(ġekil 2.6). 

 

 

ġekil 2.6. Elektrostatik bağlanma. 

 

  Kimyasal reaksiyonun gerek olmadığı en kolay yoldur. Nanopartikül ve protein 

yan zincirlerinin etkileĢmesi için uygun Ģartlar belirlenmelidir. EtkileĢim, pH veya 

ortamın iyonik kuvvetinin kontrolüyle ayarlanabilir. Özgül olmayan etkileĢimler 

olacağından protein birçok yönlenme ile nanopartiküllerle etkileĢir. Ancak 

nanopartikül yüzey modifikasyonuyla bölgesel-özgül etkileĢimler sağlanabilir 

(Bayraktar H 2007). Sitokrom c için yapılan çalıĢmada nanopartikül ligandın uç yükü 

veya ligant hidrofobikliği değiĢtirildiğinde, protein yüzeyi nanopartikül yüzeyine 

hedeflendirilmiĢtir. Nanopartiküller L-fenilalanin ile fonksiyonlandırıldığı zaman 

sitokrom c birçok polar rezidü içeren hem grubu yakınından bağlanır. Ligant L-

aspartik asit olduğunda nanopartiküller katyonik olan sitokrom c büyük bölümüne 

bağlanır. 
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Proteine Özgül Kofaktör ile Bağlanma 

 

  Nanopartikül-protein bağlanması özgül etiketleme yolu ile yapılabilmektedir 

(ġekil 2.7). 

 

 

ġekil 2.7. Kofaktör ile protein bağlanması. 

 

  Biyoetiketlemede kullanılan klasik bağlanma biyotin-streptavidin 

bağlanmasıdır. Nanopartiküllerin biyotin ile etiketlenmesi streptavidin ile 

bağlanmasını sağlar ve biyotin-streptavidin etkileĢimi kovalent bağ kadar kuvvetlidir 

(Green 1990). Biyotin ile fonksiyonlandırılan çeĢitli bağlayıcıların var olması 

nedeniyle özgül bağlanmanın sağlandığı çok yönlü bir yoldur. 

 

  BaĢka bir yol ise özgül proteinin nanopartiküle bağlanması için antikor 

kullanımıdır (Ackerson, Jadzinsky et al. 2006; Bagalkot, Zhang et al. 2007). 

Antikorlar hedef proteine bağlandıkları için nanopartikül etiketleme için uygundurlar. 

Aptamer kimyasındaki son geliĢmeler aptamerlerin proteine bağlanmada 

kullanılmasını sağlar. Antikorlar gibi aptamerlerde hedef proteine özgül dizayn 

edilebilir ve nanopartikül protein bağlanması için bağlayıcı olarak kullanılırlar. 

 

Nanopartikül Yüzeyine Direk Bağlanma 

 

  Bağlayıcı kullanmadan proteindeki grupların direk reaksiyonu nanopartikül 

biyosensör olarak kullanılacak ise tercih edilir (ġekil 2.8). 

 

 

ġekil 2.8. Amino asit ile direk bağlanma. 
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  Örnek olarak Au-tiyol kimyası verilebilir. Altın nanopartikülleri proteindeki 

sistein rezidülerine kovalent bağ ile bağlanır. Bağlanma sadece protein ve 

nanopartiküllerin inkübasyonu ile gerçekleĢir ve kuvvetli Au-S bağı oluĢur. 

 

Nanopartikül Ligant Bağlanma 

 

  Nanopartikül-protein birleĢmesi için bir diğer metot nanopartikül ile proteinin 

kovalent bağlanmasıdır. En çok kullanılan yöntemlerden biri sülfo-NHS esterleri 

veya R-COOH gruplarının karbodiimid ile aktivasyonu ile birincil amin gruplarının 

kovalent bağlanmasıdır. Metha ve ark. (Mehta, Upadhyay et al. 1997) karbodiimid 

varlığında demir oksit nanopartiküllerine protein ve enzimlerin kovalent olarak 

bağlanabildiğini göstermiĢtir (ġekil 2.9). 

NH

NH

R1R

O

Fe3O4 OH

E-NH2

Fe3O4

N

N

R R1

Fe3O4   O

N R
1

NH

R

NH  O

E

E

E

E
E

 

ġekil 2.9. Karbodiimid aktivasyonu ile nanopartiküllere enzim bağlanması. 

 

  BSA, streptokinaz, kimotripsin, dispaz ve glukoz oksidaz gibi birçok klinik 

olarak önemli enzim ve proteinler bu metotla immobilize edilmiĢtir. Hazırlanan 

immobilize enzimlerle %50-80 arasında aktivite verimi elde edilmiĢtir. Enzim ve 

biyoaktif moleküller için manyetik nanopartiküllere direk bağlanma manyetik 

nanopartiküllerin üzerindeki hidroksil gruplarıyla gerçekleĢir. Bacri ve ark. (Bacri, 

Perzynski et al. 1990) pH 6-10 aralığında partiküllerin üzerinde hidroksil gruplarının 

var olduğunu göstermiĢtir ve  nanopartikül yüzeyindeki bu serbest hidroksil grupları 

enzimlerin bağlanmasından sorumludur. 

  Sentez metoduna göre demir oksit manyetik nanopartiküllerin yüzeyinde az 

miktarda amino grubu var olabilir. Bu amino grupları ile enzim amino grupları 

arasında kovalent bağlanma glutaraldehit ile gerçekleĢtirilir (Hong, Zhang et al. 

2008) (ġekil 2.10). 
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ġekil 2.10. Glutaraldehit ile nanopartiküllere enzim bağlanması. 

 

  Direk bağlanma metodunun birçok potansiyel avantajı vardır. Bu partiküller 

herhangi bir polimerle kaplı olmadığı için boyutları küçüktür ve hacmin yüzey 

alanına oranı artar. Bu durumda manyetik alanla daha fazla etkilenirler. Küçük 

manyetik partiküllerin özgüllüğüne sahiptirler çünkü agregat oluĢturma meyili 

olmayan dayanıklı koloidal süspansiyon halinde bulunurlar ve reaksiyon karıĢımına 

homojen dağılma sağlanır (Koneracká, Kopcanský et al. 2002). 

 

2.7. Enzim Sistemleri 

 

  Endüstride en çok kullanılan hidroliz reaksiyonunda, yüksek kararlılığına ve 

temin edilmesindeki kolaylığa bağlı olarak hidrolazlar kullanılır. Ġkinci olarak 

kullanılan reaksiyon ise yükseltgenme-indirgenme reaksiyonudur. Bu sebeple ticari 

olarak uygun ve temini kolay oksidoredüktazların sayısı gün geçtikçe artmaktadır. 

Bu sınıfın en önemli üyelerinden biri alkol dehidrogenaz enzim ailesidir. Bu 

çalıĢmada fonksiyonel enzim olarak alkol dehidrogenaz (ADH) ve kofaktör 

rejenerasyonu için yardımcı enzim olarak format dehidrogenaz (FDH) 

kullanıldığından dolayı çalıĢmanın odak noktası bu iki enzim olacaktır. 
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2.7.1. Alkol Dehidrogenaz Hakkında Genel Bilgi 

 

  ADH, NAD(P)H kofaktörü yardımıyla aldehit ve keton gibi karbonil grubu 

taĢıyan bileĢiklerin indirgenmesini ve alkollerin oksidasyonunu katalizleyen bir 

metaloenzimdir (ġekil 2.11). 

 

R
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ġekil 2.11. ADH katalizli asimetrik indirgenme reaksiyonu. 

 

  ADHlar özellikle kiral farmasötiklerin (Tschaen DM 1995; Hussain W 2008) 

ve diğer biyolojik olarak aktif bileĢiklerin üretimi için gerekli olan kiral alkollerin 

organik sentezinde önemli role sahiptirler. Lactobacillus kefir (Metrangolo-Ruiz De 

Temin˜o D 2005), L. Brevis (Hummel W 1997) ve Thermoanaerobicum sp. gibi 

birçok ADH organik sentezde kullanılmaktadır. Bunlar genetik mühendisliği ile 

üretilmektedir ve böylece büyük miktarda elde edilmeleri mümkündür. Enzimatik 

olarak sentezlenen bileĢiklere örnek olarak alkil (R)-veya (S)-3-hidroksibütirat, (R)-

veya (S)-1-asetoksi-2-propanol (Pfaller R 2007), (S)-2-bütanol (Pfaller R 2007) veya 

(S)-2-pentanol (Peschko C 2005) gibi alifatik (S)-alkoller verilebilir. 

 

  ADH endüstriyel kullanımına örnek olarak, Neurospora crassa kaynaklı ADH 

ile glukom hastalığı için aktif olarak uygulanan karbonik anhidraz enzim inhibitörü 

Trusopt (MK0507) sentezindeki ara ürün 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 Hakkında Genel Bilgi 

 

  NAD
+
-bağımlı FDH (EC 1.2.1.2) format iyonunun karbon diokside 

oksidasyonunu katalizler (EĢitlik 2.3): 
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HCOO-     +     NAD+            CO2     +     NADH                   (2.3)

 

  NAD
+
-bağımlı dehidrogenazlarla kiral bileĢiklerin sentezlerinde NADH 

rejenerasyonu için FDH enziminin kullanımı üzerine yoğun çalıĢmalar mevcuttur 

(Hummel and Kula 1989; Wichmann, Wandrey et al. 2000) ve birçok çalıĢma FDH 

enziminin indirgenmiĢ kofaktör rejenerasyonunda en iyi enzimlerden biri olduğunu 

göstermiĢtir (Kula and Wandrey 1987; Hummel and Kula 1989; Liese and Villela 

Filho 1999; Burton 2003). Ġlk ticari iĢlem, Candida boidinii’den elde edilen FDH 

kullanımı ile tert-L-lösin kiral sentezidir (Bommarius, Schwarm et al. 1995). 

Dehidrogenazlarla optikçe aktif bileĢiklerin üretimi için kullanılan diğer iĢlemler 

arasında üretim hacmi olarak bu iĢlem hala en iyisidir. 

 

  ADH enzimi ile biyokataliz sisteminde amfetamin, amfetamin fosfat ve 

amfetaminilin öncül maddesi olan (S)-1-fenil-2-propanol sentezindeki 

Format/Format dehidrogenaz sistemi ile kofaktör rejenerasyonu ġekil 2.12’de 

görülmektedir (Liang ; Mori ; Johnston 1979; Bracher 1994; Kragl 1996; Kruse 

1996; Kruse 1998). (S)-1-fenil-2-propanol %72 verim ve >%99 enantiyomer saflığı 

ile elde edilmiĢtir. 

 

 

O

NADH + H+
NAD+

ADH 

FDH

 

OH

1-fenil-2-propanon (S)- 1-fenil-2-propanol

Formik asit

CO2 H OH

O

 

ġekil 2.12. Kofaktör rejenerasyonu.



 41 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

BÖLÜM 3 

MANYETĠK NANOPARTĠKÜL SENTEZĠ 

 

 

Olayların senin istediğin gibi gelişmesini bekleme! Geliştiği gibi kabul etmeye çalış! 

 Epictete



 42 

3. MANYETĠK NANOPARTĠKÜL SENTEZĠ 

 

3.1. GiriĢ 

  

  Bu bölümde modifiye edilmemiĢ manyetik nanopartiküllerin sentezlenmesine 

yönelik çalıĢmalara yer verilmiĢtir. Farklı yüzey modifikasyonlarıyla nanopartiküller 

elde edilip karakterize edilmiĢtir. Hem modifiye edilmemiĢ manyetik 

nanopartiküllerin yüzeyine dopamin (DOP) ve kafeik asit (CAF) bağlanmıĢtır (ġekil 

3.1 ve 3.2) hem de sentezlenen oleik asit (OA) kaplı nanopartiküllerle ligant değiĢimi 

sonucu katekol grubu ile modifiye manyetik nanopartiküller elde edilmiĢtir (ġekil 

3.3). Organik fazdaki hidrofobik manyetik nanopartiküller DOP ve CAF kullanılarak 

sulu ortamda kullanılabilir hale getirilmiĢtir. 

Fe3O4

OH

OH

NH2

Fe3O4

NH2 

 

O

O

OH

OH

HCl.

DopaminHCl
 

ġekil 3.1. DOP ile modifiye nanopartikül sentezi. 
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ġekil 3.2. CAF ile modifiye nanopartikül sentezi. 
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ġekil 3.3. Ligant değiĢimi ile DOP ve CAF bağlı nanopartikül sentezi. 

 

3.2. Materyal 

 

  Demir (II) klorür tetrahidrat, demir (III) klorür hekzahidrat, sodyum hidroksit, 

sodyum klorür, sodyum fosfat mono bazik, hidroklorik asit, N,N'-dimetil formamid, 

oleik asit vegetable, metanol, glutaraldehit ve kloroform Merck firmasından satın 

alındı. Amonyum hidroksit, etanol ve sitrik asit monohidrat Riedel de Haen 

firmasından satın alındı. Sodyum fosfat dibazik, diyaliz membranı, dekstran (from 

L.M., 41000Da), dopaminhidroklorür, kafeik asit, polivinilalkol (MW 13-23kDa) 

Sigma firmasından satın alındı. Hekzan ve toluen Lab-Scan firmasından satın alındı. 

Argon gazı (yüksek saflıkta) HabaĢ A.ġ.’den temin edilmiĢtir. Elma
®
 marka 

ultrasonik banyo, IKA-Labortechnik marka manyetik karıĢtırıcı, Heidolph marka 

çalkalayıcı ve manyetik karıĢtırıcı, Beckman marka santrfiüj, Sartorius marka tartı 

kullanılmıĢtır. 
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3.3. Metot 

 

3.3.1. Manyetik Nanopartikül Sentezi 

 

Modifiye Olmamış Manyetik Nanopartikül Sentezi 

 

Metot 1. Argon gazı ile 30 dakika oksijeni uzaklaĢtırılmıĢ 25ml deiyonize suya 1ml 

12N HCl eklendi. 5.2g FeCl3.6H2O ve 2g FeCl2.4H2O karıĢımda çözündü. Argon 

gazı altında demir çözeltisi hızlıca karıĢtırılan 250ml 1.5M NaOH’e damla damla 

eklendi. Siyah çökelti meydana geldi. 15 dakika hızlıca karıĢtırıldıktan sonra balonun 

dibine çökmesi beklendi. Süpernatant uzaklaĢtırıldı. 4 kez oksijeni uzaklaĢtırılmıĢ su 

ile yıkandı. Nanopartiküllerin yüzeyindeki anyonik yükleri nötralize etmek için 

250ml 0.01M HCl çözeltisi eklendi. Santrifüjlenerek süpernatant uzaklaĢtırıldı. 

Oksijeni uzaklaĢtırılmıĢ su ile süspanse edilerek +4°C’de daha sonraki iĢlemlerde 

kullanılmak üzere saklandı (MN-OH). 

 

Metot 2. Argon gazı ile oksijeni uzaklaĢtırılmıĢ 40ml deiyonize suda 0.86g 

FeCl2.4H2O ve 2.35g FeCl3.6H2O çözündü. Üç boyunlu balona alınan demir tuzları 

çözeltisi argon gazı altında mekanik karıĢtırıcı ile hızlıca karıĢtırılarak 80°C’ye 

ısıtıldı. KarıĢtırma devam ederken 5ml NH4OH damla damla eklendi. Siyah çökelti 

meydana geldi. Yarım saat ısıtılmaya ve karıĢtırılmaya devam edildi. Yarım saat 

sonunda süpernatant uzaklaĢtırıldı ve oksijeni uzaklaĢtırılmıĢ su ile yıkandı. Oksijeni 

uzaklaĢtırılmıĢ su ile süspanse edilerek +4°C’de daha sonraki iĢlemlerde kullanılmak 

üzere saklandı (MN-NH2). 

 

Modifiye Manyetik Nanopartikül Sentezi 

 

Metot 3. Argon gazı ile oksijeni uzaklaĢtırılmıĢ 40ml deiyonize suda 0.86g 

FeCl2.4H2O ve 2.35g FeCl3.6H2O çözündü. Üç boyunlu balona alınan demir tuzları 

çözeltisi argon gazı altında mekanik karıĢtırıcı ile hızlıca karıĢtırılarak 80°C’ye 
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ısıtıldı. KarıĢtırma devam ederken 5ml NH4OH damla damla eklendi. Siyah çökelti 

meydana geldi. Yarım saat ısıtılmaya ve karıĢtırılmaya devam edildi. Yarım saat 

sonunda 2ml sitrik asit (CA) çözeltisi (1g) eklendi ve sıcaklık 95°C’ye çıkarıldı. Bir 

buçuk saat karıĢtırıldı. Reaksiyon ürünü, aĢırı CA uzaklaĢtırmak üzere 44 saat destile 

suya karĢı diyaliz edildi. Diyaliz sonunda +4°C’de daha sonraki iĢlemlerde 

kullanılmak üzere saklandı (MN-CA). 

 

Metot 4. 1g FeCl2.4H2O ve 1.35g FeCl3.6H2O çözeltisi 10ml oksijeni uzaklaĢtırılmıĢ 

deiyonize suda hazırlandı. 0.2g PVA 10ml suya azar azar eklenerek ve ısıtılarak 

çözündü. Demir tuzlarının çözeltisine polimer çözeltisi eklendi. KarıĢım 60°C’de 15 

dakika hızlıca karıĢtırıldı. Damla damla 10ml NH4OH eklendi ve kahverengi çökelti 

meydana geldi. 60°C’de hızlıca karıĢtırıldı. Yarım saat sonra alınan reaksiyon 

karıĢımı destile suya karĢı 1 gün diyaliz edildi. Diyaliz sonunda +4°C’de daha 

sonraki iĢlemlerde kullanılmak üzere saklandı (MN-PVA). 

 

Metot 5. 0.64g FeCl2.4H2O ve 1.5g FeCl3.6H2O çözeltisi oksijeni uzaklaĢtırılmıĢ 

10ml deiyonize suda hazırlandı. Balona alınan karıĢıma 10ml %25’lik dekstran 

çözeltisi eklendi. Argon gazı altında hızlıca karıĢtırıldı. KarıĢtırılan çözeltiye damla 

damla 4.5ml NH4OH eklendi. Kahverengi çökelti meydana geldi. KarıĢım 60°C’ye 

ısıtıldı ve 15 dakika karıĢtırıldı. Daha sonra reaksiyon ürünü oda sıcaklığında 15 

dakika sonike edildi. Diyaliz membranına alınan reaksiyon ürünü destile suya karĢı 

diyaliz edildi (MN-DX). 

 

Metot 6a. 0.81g FeCl3.6H2O ve 0.42g FeSO4.7H2O 20ml oksijeni uzaklaĢtırılmıĢ 

deiyonize suda çözündü. Manyetik karıĢtırıcı ile karıĢtırılan demir tuzları çözeltisine 

oda sıcaklığında azar azar 5ml NH4OH eklendi. Siyah çökelti meydana geldi. 10 

dakika hızlıca karıĢtırılmaya devam edildi. Daha sonra reaksiyon karıĢımı 5 dakika 

oda sıcaklığında sonike edildi. Reaksiyon balonu 76-77
o
C üzerine alındı ve 1ml OA 

eklendi. Yarım saat hızlıca karıĢtırıldı. Elde edilen karıĢıma 25ml toluen eklenerek 

aĢırı tuz ilave edildi ve ayırma hunisine alındı. Faz ayrılmasından sonra toluen 
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fazındaki OA kaplı manyetik nanopartiküller daha sonra kullanılmak üzere +4
o
C’de 

saklandı (MN-NH2-OA). 

 

Metot 6b. 20ml deiyonize su içindeki MN-OH manyetik nanopartiküle 5ml OA 

eklendi ve oda sıcaklığında 140rpm’de çalkalandı. Yarım saat sonra karıĢıma 25ml 

hekzan veya kloroform eklendi. Ayırma hunisine alınan karıĢımda faz ayrımı 

beklendi. Organik fazdaki OA kaplı manyetik nanopartiküller +4°C’de daha sonra 

kullanılmak üzere saklandı (MN-OH-OA). 

 

Metot 7a. YaklaĢık 10mg MN-OH manyetik nanopartikül, 50mg DOP ve 5ml N,N'-

DMF ile 25°C’de 1 saat sonike edildi. Sonikasyon sonunda nanopartiküller 4500 

rpm’de 10 dakika santrifüjlendi. Destile su ile 2 kez yıkanıp santrifüjlenen 

nanopartiküller 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7)  ile süspanse edilip +4°C’de 

daha sonra kullanılmak üzere saklandı (MN-DOP-MT1). 

 

Metot 7b. YaklaĢık 10mg MN-OH manyetik nanopartikül, 50mg DOP ve 5ml 

metanol ile 45 dakika oda sıcaklığında sonike edildi. Sonikasyon sonunda 

nanopartiküller 4500 rpm’de 10 dakika santrifüjlendi. Metanol ile 2 kez yıkanan 

nanopartiküller 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7)  ile süspanse edilip +4°C’de 

daha sonra kullanılmak üzere saklandı (MN-DOP-MT2). 

 

Metot 7c. YaklaĢık 10mg MN-OH manyetik nanopartikül, 80mg DOP ve 10ml 

50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) 0.2M NaCl içinde buzda yarım saat sonike 

edildi. Sonikasyon sonunda manyetik nanopartiküller 50mM sodyum fosfat 

tamponuyla (pH 7) yıkanarak 5000 rpm’de 5 dakika çöktürüldü ve 50mM sodyum 

fosfat tamponu (pH 7)  ile süspanse edilip +4
o
C’de daha sonra kullanılmak üzere 

saklandı (MN-DOP-MT3).  

 

Metot 7d. Kloroform içindeki oleik asit ile MN-OH manyetik nanopartikül 

süspansiyonundan 2ml alınıp fazla etanol ile 4500 rpm’de 5 dakika çöktürüldü. 1ml 
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kloroform ile süspanse edilip 100mg DOP eklenen manyetik nanopartiküllere ve 

oksijeni uzaklaĢtırılmıĢ 5ml deiyonize su ve etanol ilave edildi. KarıĢım 25°C’de 

gece boyu inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda su fazı ile eĢit miktar olacak Ģekilde 

kloroform eklendi. KarıĢım ayırma hunisinde faz ayrımına bırakıldı. Su fazına geçen 

dopamin ile modifiye manyetik nanopartiküller 4500 rpm’de 5 dakika santrifüjlendi 

ve 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) ile süspanse edilip +4°C’de daha sonra 

kullanılmak üzere saklandı (MN-DOP-MT4). 

 

Metot 7e. Kloroform içindeki OA ile MN-OH manyetik nanopartikül 

süspansiyonundan 2ml alınıp fazla etanol ile 4500 rpm’de 5 dakika çöktürüldü. 10ml 

etanol ile süspanse edilen nanopartiküller 100mg DOP ile oda sıcaklığında yarım saat 

sonike edildi. Sonikasyon sonunda 4500rpm’de 5 dakika +4°C’de santrifüjlendi. 

Etanolle yıkanan nanopartiküller 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) ile süspanse 

edilip +4°C’de daha sonra kullanılmak üzere saklandı (MN-DOP-MT5). 

 

Metot 8a. 80mg CAF ve 10ml 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) 0.2M NaCl 

içinde 55°C’de ısıtılarak çözündü. YaklaĢık 4mg MN-OH manyetik nanopartikül 

CAF çözeltisine eklenerek 30°C’de yarım saat sonike edildi. Sonikasyon sonunda 

manyetik nanopartiküller 50mM sodyum fosfat tamponuyla (pH 7) yıkanarak 5000 

rpm’de 5 dakika çöktürüldü ve 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7)  ile süspanse 

edilip +4
o
C’de daha sonra kullanılmak üzere saklandı (MN-CAF-MT1).  

 

Metot 8b. Kloroform içindeki OA ile MN-OH manyetik nanopartikül 

süspansiyonundan 2ml alınıp fazla etanol ile 4500 rpm’de 5 dakika çöktürüldü. 1ml 

kloroform ile süspanse edilip 100mg CAF eklenen manyetik nanopartiküllere ve 

oksijeni uzaklaĢtırılmıĢ 5ml deiyonize su ve etanol ilave edildi. KarıĢım 30°C’de 

gece boyu inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda su fazı ile eĢit miktar olacak Ģekilde 

kloroform eklendi. KarıĢım ayırma hunisinde faz ayrımına bırakıldı. Su fazına geçen 

CAF ile modifiye manyetik nanopartiküller 4500 rpm’de 5 dakika santrifüjlendi ve 

50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) ile süspanse edilip +4°C’de daha sonra 

kullanılmak üzere saklandı (MN-CAF-MT2). 
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3.4. Sonuç 

 

3.4.1. Modifiye OlmamıĢ Manyetik Nanopartikül Sentezi 

 

  Metot 1 ile elde edilen süspanse haldeki nanopartiküller manyetik alan 

uygulandığında etkilenmektedir (ġekil 3.4). Sentezlenen MN-OH partikülleri 70°C 

vakum fırında kurutuldu. Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) ile 

kurutulan nanopartiküllerin yüzey grupları hakkında bilgi edinilmiĢtir (ġekil 3.5). 

 

      

ġekil 3.4. Manyetik alan uygulanmadan önce (A) ve sonra (B) MN-OH. 
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ġekil 3.5. MN-OH FTIR spektrumu. 

 

Spektruma göre 3500-3000cm
-1

 arasındaki yayvan pik hem numunede kalan 

sudan hem de yüzeydeki –OH grupları arasındaki hidrojen bağından 

kaynaklanmaktadır. SEM ile elde edilen görüntü ġekil 3.6’daki gibidir. 

(A) (B) 
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ġekil 3.6. MN-OH SEM görüntüsü. 

  

Bu görüntülerdeki nanopartiküller manyetik karıĢtırıcı kullanılarak 

sentezlenmiĢtir. ġekil 3.7’de ise mekanik karıĢtırıcı kullanılarak sentezlenen 

nanopartiküllerin görüntüsü bulunmaktadır. Görüntülere göre hızlı karıĢtırmanın 

nanopartikül boyutuna olan etkisi görülmektedir. Mekanik karıĢtırıcı ile elde edilen 

nanopartiküllerin boyutları daha küçüktür. Ayrıca sentez esnasında manyetik alan da 

uygulanmamıĢ olur. 

 

      

ġekil 3.7. MN-OH SEM görüntüsü. 

 

Manyetik özelliğini belirlemek için Fiziksel Özellik Ölçüm Sistemi (Physical 

Property Measurement System, PPMS) kullanılmıĢtır. Oda sıcaklığında elde edilen 

manyetik histeresis eğrisi ġekil 3.8’dedir. Ms değeri 44.65 emu/g, Mr değeri 0.55 

emu/g ve Hc değeri 10.38 Oe’dir. ġekil 3.9’da belirtilen Hc değerine göre 0 Oe 

değerine yakın olduğu için bu eğri nanopartiküllerin süperparamanyetik özellik 

taĢıdığını ve nanoboyutta olduğunu belirtmektedir. 
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ġekil 3.8. MN-OH histeresis eğrisi. 
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ġekil 3.9. MN-OH histeresis eğrisinde Hc ve Mr değerleri. 

 

  MN-OH nanopartiküllerin Termogravimetrik analiz eğrisi (TGA, Thermal 

gravimetric analysis) ġekil 3.10’da verilmiĢtir. Analize göre uygulanan tüm sıcaklık 

aralığında kütlesinin sadece  %7’sini kaybetmiĢtir. Bu kütle kaybı nanopartiküllere 

absorbe olan sudan kaynaklanabilir. 
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ġekil 3.10. MN-OH TGA eğrisi. 

 

  Metot 2 ile elde edilen süspanse nanopartiküller manyetik alan uygulandığında 

etkilenmektedir (ġekil 3.11). Sentezlenen MN-NH2 partikülleri 70°C vakum fırında 

kurutuldu. Kurutulan nanopartiküllerin FTIR spektrumu ġekil 3.12’de verilmiĢtir. 

 

      

ġekil 3.11. Manyetik alan uygulanmadan önce (A) ve sonra (B) MN-NH2. 

(B) (A) 
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ġekil 3.12. MN-NH2 FTIR spektrumu. 

 

  Spektruma göre MN-OH nanopartiküllerine ait spektrumda olduğu gibi 3500-

3000cm
-1

 arasındaki yayvan pik hem numunede kalan sudan hem de yüzeydeki –OH 

ve –NH2 grupları arasındaki hidrojen bağından kaynaklanmaktadır. MN-NH2 SEM 

ile elde edilen görüntüleri ġekil 3.13’teki gibidir. 

 

      

ġekil 3.13. MN-NH2 SEM görüntüsü. 

 

  MN-NH2 nanopartiküllerinin TGA eğrisi ġekil 3.14’te verilmiĢtir. Analize göre 

tüm sıcaklık uygulamasında nanopartiküller kütlesinin sadece %4’ünü kaybetmiĢtir. 

Bu kütle kaybı nanopartiküllere absorbe olan sudan kaynaklanabilir. 500°C’den 

sonra geri kalan yaklaĢık %96 kütle demir okside aittir. 
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ġekil 3.14. MN-NH2 TGA eğrisi. 

 

3.4.2. Modifiye Manyetik Nanopartikül Sentezi 

 

  Metot 3 ile elde edilen CA ile modifiye nanopartiküller manyetik alan 

uygulandığında etkilenmektedir (ġekil 3.15). Sentezlenen CA ile modifiye manyetik 

demir oksit nanopartikülleri 70°C vakum fırında kurutuldu. 

 

      

ġekil 3.15. Manyetik alan uygulanmadan önce (A) ve sonra (B) MN-CA. 

 

  SEM ile elde edilen görüntüleri ġekil 3.16’daki gibidir ve Zetasizer ile boyut 

analizi ġekil 3.17’de verilmiĢtir. Boyut analizine göre sentezlenen CA ile modifiye 

manyetik nanopartiküllerin 75±2 nm olduğu belirlenmiĢtir. 

 

(A) (B) 
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ġekil 3.16. MN-CA SEM görüntüsü. 

 

 

 

ġekil 3.17. MN-CA boyut analizi. 

   

Kurutulan MN-CA partiküllerin FTIR spektrumu ġekil 3.18’de ve CA molekül 

yapısı ġekil 3.19’da verilmiĢtir. 
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ġekil 3.18. MN-CA FTIR spektrumu. 

(a) Saf CA; (b) MN-CA; (c) MN-NH2. 
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ġekil 3.19. CA molekül yapısı. 

 

  MN-CA FTIR spektrumunda 1720 cm
-1

 piki C=O titreĢimine aittir. CA’in 

manyetik nanopartikül yüzeyine bağlanmasıyla bu pik 1625 cm
-1

’e kaymıĢtır. CA’in 

karboksilat grubu Fe atomları ile kompleks oluĢturmuĢtur ve C=O bağı kısmi tek bağ 

karakterine dönüĢmüĢtür ve daha düĢük değerli gerilme frekansına kaymıĢtır. 

 

  Metot 4 ile elde edilen PVA ile modifiye nanopartiküller manyetik alan 

uygulandığında etkilenmektedir (ġekil 3.20). 

 

      

ġekil 3.20. Manyetik alan uygulanmadan önce (A) ve sonra (B) MN-PVA. 

 

  Sentezlenen MN-PVA 70°C vakum fırında kurutuldu. PVA molekül yapısı 

ġekil 3.21’de kurutulan nanopartiküllerin FTIR spektrumu ġekil 3.22’de verilmiĢtir. 

 

 

 

OH

n

 

ġekil 3.21. PVA molekül yapısı. 

 

  PVA spektrumunda 1000 cm
-1

 piki C-O titreĢimine aittir. Alkan C-H gerilmesi 

3000 cm
-1

 civarındadır. 3300cm
-1

’deki geniĢ yuvarlak uçlu pik, OH bağının 

gerilmesidir. 1200cm
-1

 civarındaki pikler C-C bağı gerilmesidir. Saf PVA pikleri 

zayıfta olsa MN-PVA spektrumunda mevcuttur. Yüzeyde PVA varlığını 

göstermektedir. 

(A) (B) 
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ġekil 3.22. MN-PVA FTIR spektrumu. 

(a) Saf PVA; (b) MN-NH2; (c) MN-PVA. 

  

  MN-PVA partiküllerinin SEM görüntüsü ġekil 3.23’te verilmiĢtir ve ġekil 

3.24’teki boyut analizine göre boyutları 1100 nm civarında olduğu görülmektedir. 

 

       

ġekil 3.23. MN-PVA SEM görüntüsü. 

 

 

ġekil 3.24. MN-PVA boyut analizi. 
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  MN-PVA partiküllerine ait TGA eğrisi ġekil 3.25’te verilmiĢtir. Analize göre 

ilk kütle kaybı %7’dir. Bu kayıp yüzeye absorbe sudan kaynaklanmaktadır. YaklaĢık 

%24’lük kütle kaybı polivinilalkole ait olabilir. Tüm kütle kaybından sonra kalan 

%70 kütle demir okside aittir. 
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ġekil 3.25. MN-PVA TGA eğrisi. 

 

  Metot 5 ile elde edilen MN-DX partiküller 70°C vakum fırında kurutuldu. 

Kurutulan nanopartiküllerin FTIR spektrumu ġekil 3.26’da verilmiĢtir. Saf dekstrana 

ait özgül pik MN-DX partiküllerinde de mevcuttur. Bu pikler yüzeyde dekstran 

olduğunu göstermektedir. ġekil 3.27’de ise SEM görüntüsü mevcuttur. 
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ġekil 3.26. MN-DX FTIR spektrumu. 

(a) Saf DX; (b) MN-DX; (c) MN-NH2. 
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ġekil 3.27. MN-DX SEM görüntüsü. 

 

  Metot 6a ile sentezlenen OA kaplı manyetik demir oksit nanopartiküllerin 

(MN-NH2-OA) FTIR spektrumu ġekil 3.28’de ve OA molekül yapısı ġekil 3.29’da 

verilmiĢtir. 
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ġekil 3.28. MN-OA FTIR spektrumu. 

(a) MN-NH2-OA; (b) Saf OA; (c) MN-NH2. 

 

 

O
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ġekil 3.29. OA molekül yapısı. 



 59 

  Alkan C-H gerilmesi 3000cm
-1

 civarındadır. 1700cm
-1

 civarında karboksilik 

asit C=O bağ gerilmesi mevcuttur. 1200cm
-1

’de C-C bağ gerilmesi görülmektedir. 

Yüzeyde OA varlığı spektrumdan anlaĢılmaktadır. 

 

  Saf OA TGA eğrisi ġekil 3.30’da verilmiĢtir. Analize göre 300°C’ye kadar 

olan kütle kaybı %50’dir. Ġkinci kütle kaybı 300-400°C aralığındadır ve kalan kütle 

%2’dir. MN-NH2-OA nanopartiküllerine ait TGA eğrisi ġekil 3.31’de verilmiĢtir. 

375°C’ye kadar olan kütle kaybı yaklaĢık %13’tür. Bu kayıp OA’ten 

kaynaklanmaktadır. 650°C’den sonra kalan %80 kütle demir okside aittir. 

100 200 300 400 500 600 700

0

20

40

60

80

100

120

SICAKLIK (°C)

%
 K

A
L

A
N

 K
Ü

T
L

E

% 20.7

 

 

 
ġekil 3.30. Saf OA TGA eğrisi. 
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ġekil 3.31. MN-NH2-OA TGA eğrisi. 
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  Metot 6b ile sentezlenen ve hekzan ile ekstrakte edilip saklanan OA kaplı 

manyetik demir oksit nanopartiküllerin (MN-OH-OA) FTIR spektrumu ġekil 3.32’de 

verilmiĢtir. Yüzeyde OA varlığı spektrumdan anlaĢılmaktadır. 
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ġekil 3.32. MN-OH-OA FTIR spektrumu. 

(a) Saf OA; (b) MN-OH-OA; (c) MN-OH. 

  

  Alkan C-H gerilmesi 3000cm
-1

 civarındadır. 1700cm
-1

 civarında karboksilik 

asit C=O bağ gerilmesi mevcuttur. 1200cm
-1

’de C-C bağ gerilmesi görülmektedir. 

Saf OA ait pektrumda gözlenen özgül pikler MN-OH-OA partiküllerinde de 

mevcuttur. Bu pikler yüzeyde OA varlığını göstermektedir. 

 

  Metot 6b ile sentezlenen ve kloroform ile ekstrakte edilip saklanan OA kaplı 

manyetik demir oksit nanopartiküllerin (MN-OH-OA) FTIR spektrumu ġekil 3.33’te 

verilmiĢtir. 

   

  MN-OH-OA nanopartiküllerinin TGA eğrisi ġekil 3.34’te verilmiĢtir. Analize 

göre 200°C’ye kadar olan kütle kaybı yaklaĢık %10’dur. Bu kütle kaybı absorbe olan 

sudan kaynaklanmaktadır. 200-375°C arasındaki kütle kaybı yaklaĢık %20’dir ve bu 

fiziksel olarak yüzeye bağlı oleik asidin kütle kaybıdır. 375-650°C aralığındaki 

yaklaĢık %10’luk ikinci kütle kaybı kimyasal olarak yüzeye bağlı OA’in kaybıdır. 

Geri kalan %65’lik kütle demir okside aittir. 
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ġekil 3.33. MN-OH-OA FTIR spektrumu. 

(a) MN-OH-OA; (b) Saf OA; (c) MN-OH. 
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ġekil 3.34. MN-OH-OA TGA eğrisi. 

 

  Metot 7a ile elde edilen MN-DOP-MT1 partiküllerine ait FTIR spektrumu 

ġekil 3.35’te bulunmaktadır. FTIR spektrumunda 1600cm
-1

’den 1550cm
-1

’e uzanan 

bir pik görülmektedir. Bu pikten aromatik C=C bağ gerilmesi bulunmaktadır. 

Yüzeyde dopamin varlığını göstermektedir. 
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 Metot 7b ile elde edilen MN-DOP-MT2 partiküllerine ait FTIR spektrumu 

ġekil 3.36’da bulunmaktadır. FTIR spektrumunda 1600cm
-1

’den 1550cm
-1

’e uzanan 

bir pik görülmektedir. Bu pikten aromatik C=C bağ gerilmesi bulunmaktadır. Bu 

yayvan pik yüzeyde dopaminin bağlı olduğunu göstermektedir. 
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ġekil 3.35. MN-DOP-MT1 FTIR spektrumu. 

(a) MN-OH; (b) MN-DOP-MT1. 
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ġekil 3.36. MN-DOP-MT2 FTIR spektrumu. 

(a) Saf DOP; (b) MN-OH; (c) MN-DOP-MT2. 
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 Metot 7c ile elde edilen MN-DOP-MT3 partiküllerine ait FTIR spektrumu 

ġekil 3.37’de bulunmaktadır. FTIR spektrumunda 1600cm
-1

’den 1550cm
-1

’e uzanan 

bir pik görülmektedir. Bu pikten aromatik C=C bağ gerilmesi bulunmaktadır. SEM 

ile elde edilen MN-DOP-MT3 görüntüsü ġekil 3.38’de verilmiĢtir. 
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ġekil 3.37. MN-DOP-MT3 FTIR spektrumu. 

(a) Saf DOP; (b) MN-OH; (c) MN-DOP-MT3. 
 

 

      

ġekil 3.38. MN-DOP-MT3 SEM görüntüsü. 

 

  Fiziksel Özellik Ölçüm Sistemi (PPMS) ile oda sıcaklığında elde edilen 

manyetik histeresis eğrisi ġekil 3.39’da verilmiĢtir. Ms değeri 47.70 emu/g, Mr 

değeri 1.05 emu/g ve Hc değeri 16.1 Oe’dir. ġekil 3.40’ta belirtilen Hc değerine göre 

0 Oe değerine yakın olduğu için bu eğri nanopartiküllerin süperparamanyetik özellik 

taĢıdığını ve nanoboyutta olduğunu belirtmektedir. 
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ġekil 3.39. MN-DOP-MT3 histeresis eğrisi. 
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ġekil 3.40. MN-DOP-MT3 histeresis eğrisinde Hc ve Mr değerleri. 

 

  MN-DOP-MT3 TGA eğrisi ġekil 3.41’de verilmiĢtir. Analize göre 125°C’ye 

kadar yaklaĢık %2’lik kütle kaybı mevcuttur. Bu kütle kaybı absorbe olan sudan 

kaynaklanmaktadır. 500°C’ye kadar yaklaĢık %9 kütle kaybı mevcuttur. Bu kütle 

kaybı yüzeydeki dopaminden kaynaklanabilir. Kalan %90 kütle demir okside aittir. 
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ġekil 3.41. MN-DOP-MT3 TGA eğrisi. 

 

  Metot 7d ile elde edilen dopamin ile modifiye olan nanopartiküller (MN-DOP-

MT4) uygulama sonunda ġekil 3.42’de görüldüğü gibi organik fazdan su fazına 

geçmiĢtir. MN-DOP-MT4 ait FTIR spektrumu ġekil 3.43’te bulunmaktadır. 

 

ġekil 3.42. Ligant değiĢiminden önce ve sonra MNler. 
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ġekil 3.43. MN-DOP-MT4 FTIR spektrumu. 

(a) MN-OA-OH; (b) MN-DOP-MT4. 

 

  Alkan C-H gerilmesi 3000cm
-1

 civarındadır. 1700cm
-1

 civarında karboksilik 

asit C=O bağ gerilmesi mevcuttur. 1200cm
-1

’de C-C bağ gerilmesi görülmektedir. 

Ligant değiĢiminden sonra elde edilen spektrumda 1600cm
-1 

civarında uzanan bir pik 

görülmektedir. Bu pikten aromatik C=C bağ gerilmesi bulunmaktadır. 3000cm
-1

 

civarındaki zayıf pik ise hala yüzeyde OA’in bulunduğunu göstermektedir. 

  MN-DOP-MT4 nanopartiküllerine ait TGA eğrisi ġekil 3.44’te verilmiĢtir. 

Analize göre 300°C’ya kadar olan kütle kaybı yaklaĢık %13’tür. Bu kütle kaybı 

yüzeye bağlı olan dopaminden kaynaklanabilir. 600°C’ye kadar olan ikinci kütle 

kaybı kimyasal olarak yüzeye bağlı olan OA’ten kaynaklanabilir. Geri kalan yaklaĢık 

%80’lik kütle demir okside aittir. 
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ġekil 3.44. MN-DOP-MT4 TGA eğrisi. 

   

  Metot 7e ile elde edilen DOP ile modifiye olan nanopartiküllere (MN-DOP-

MT5) ait FTIR spektrumu ġekil 3.45’te bulunmaktadır. Alkan C-H gerilmesi 

3000cm
-1

 civarındadır. 1700cm
-1

 civarında karboksilik asit C=O bağ gerilmesi 

mevcuttur. 1200cm
-1

’de C-C bağ gerilmesi görülmektedir. Sonikasyon sonunda elde 

edilen partiküllerde bulunan 3000cm
-1

 civarındaki zayıf pik ise hala yüzeyde OA’in 

bulunduğunu göstermektedir. 
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ġekil 3.45. MN-DOP-MT5 FTIR spektrumu. 

(a) MN-OA-OH; (b) MN-DOP-MT5. 
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  Metot 8a ile elde edilen MN-CAF-MT1 partiküllerine ait FTIR spektrumu 

ġekil 3.46’da bulunmaktadır. Spektruma göre 3400cm
-1

’de bulunan pik =C-H 

gerilmesine aittir. 3200cm
-1

’deki pik ise alkan C-H gerilmesine aittir. 1500cm
-1

 

civarındaki pik karbonil grubu (C=O) gerilmesidir. MN-CAF-MT1 spektrumundaki 

1600cm
-1

 civarındaki yayvan pik aromatik C=C bağı gerilmesine aittir.  
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ġekil 3.46. MN-CAF-MT1 FTIR spektrumu. 

(a) MN-OH; (b) Saf CAF; (c) MN-CAF-MT1. 

   

  PPMS ile oda sıcaklığında elde edilen manyetik histeresis eğrisi ġekil 3.47’de 

verilmiĢtir. Ms değeri 45.80 emu/g, Mr değeri 0.47 emu/g ve Hc değeri 8 Oe’dir. 

ġekil 3.48’de belirtilen Hc değerine göre 0 Oe değerine yakın olduğu için bu eğri 

nanopartiküllerin süperparamanyetik özellik taĢıdığını ve nanoboyutta olduğunu 

belirtmektedir. 



 69 

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

-60

-40

-20

0

20

40

60

 

 

M
 (

e
m

u
/g

)

Hc (Tesla)

 

ġekil 3.47. MN-CAF-MT1 histeresis eğrisi. 
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ġekil 3.48. MN-CAF-MT1 histeresis eğrisinde Hc ve Mr değerleri. 

 

  MN-CAF-MT1 partiküllerine ait TGA eğrisi ġekil 3.49’da verilmiĢtir. Analize 

göre %3’lük ilk kütle kaybı absorbe olan sudan kaynaklanabilir. 500°C’ye kadar olan 

%5’lik kütle kaybı yüzeye bağlı olan kafeik asitten kaynaklanabilir. Geri kalan 

%92’lik kütle ise demir okside aittir. 
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ġekil 3.49. MN-CAF-MT1 TGA eğrisi. 

 

  Metot 8b ile elde edilen MN-CAF-MT2 partikülleri uygulama sonunda ġekil 

3.50’de görüldüğü gibi organik fazdan su fazına geçmiĢtir. MN-CAF-MT2 

partiküllerine ait FTIR spektrumu ġekil 3.51’de bulunmaktadır. 

 

ġekil 3.50. Ligant değiĢiminden önce ve sonra MNler. 
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ġekil 3.51. MN-CAF-MT2 FTIR spektrumu. 

(a) MN-CAF-MT2; (b) MN-OH. 

   

  Alkan C-H gerilmesi 3000cm
-1

 civarındadır. 1700cm
-1

 civarında karboksilik 

asit C=O bağ gerilmesi mevcuttur. Ligant değiĢimi sonunda 1500cm
-1

 civarında 

aromatik C=C bağ gerilmesi bulunmaktadır. 

  TLC ile ligant değiĢimi sonrası süpernatanta geçen OA varlığına bakılmıĢtır 

(ġekil 3.52). Yürütücü faz olarak hekzan:dietileter:%100’lük asetik asit (7:3:0.1) 

kullanılmıĢtır. Ligant değiĢiminden sonra OA süpernatantta belirlenmiĢtir. 

 

ġekil 3.52. OA TLC ile belirlenmesi. 

1: Saf OA; 2: Ligant değiĢiminden sonra organik fazda kalan OA. 
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  MN-CAF-MT2 partiküllerine ait TGA eğrisi ġekil 3.53’te verilmiĢtir. Analize 

göre 150°C’ye kadar olan yaklaĢık %5’lik ilk kütle kaybı absorbe olan sudan 

kaynaklanabilir. Ġkinci kütle kaybı 500°C’ye kadar gerçekleĢmiĢtir ve %84 kütle 

geriye kalmıĢtır. Kütle kaybı yüzeye bağlı kafeik asitten kaynaklanabilir. Üçüncü 

kütle kaybı 600°C’ye kadar gerçekleĢmiĢ ve %70 kütle geriye kalmıĢtır. Bu kütle 

kaybı ise yüzeye kimyasal olarak bağlı OA’ten kaynaklanabilir. %70 kalan kütle 

demir okside aittir. 
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ġekil 3.53. MN-CAF-MT2 TGA eğrisi. 
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BÖLÜM 4 

ALKOL DEHĠDROGENAZ ENZĠMLERĠ ĠÇĠN 

REKOMBĠNANT SĠSTEMLERĠN 

GELĠġTĠRĠLMESĠ 

 

 

Nasıl bu küçük şamdanın ışığı ta uzaklara yayılıyorsa, bu hain dünyada yapılan 

iyi bir iş de öyle parıldar. 

 

Shakespeare 
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4. ADH ENZĠMLERĠ ĠÇĠN REKOMBĠNANT 

SĠSTEMLERĠN GELĠġTĠRĠLMESĠ 

 

4.1. Materyal ve Metot 

 

4.1.1. Materyal 

 

Kimyasal ve Cihazlar- Maya ekstraktı, pepton, sodyum klorür, agar, glukoz, laktoz, 

gliserol, β-merkaptoetanol, akrilamid, bis-akrillamid, hidroklorik asit, kalsiyum 

klorür dihidrat, tetrametiletilendiamin (TEMED), üre, sodyum fosfat mono bazik, 

Triton X-100, imidazol, Tris(hidroksimetil)-aminometan ve L-arabinoz Merck 

firmasından satın alındı. Ġzopropil-β-D-1-tiyogalaktopiranozit (IPTG), QIAGEN 

firmasından satın alındı. Ampisilin (Ampisina) Mustafa Nevzat firmasından satın 

alındı. Fenilmetansülfonilflorit (PMSF), sodyum dodesil sülfat, guanidinhidroklorür 

ve sodyum fosfat dibazik Sigma firmasından satın alındı. Kloramfenikol Fluka 

firmasından satın alındı. Magnezyum klorür hekzahidrat, Atabay Kimya firmasından 

satın alındı. Banlin electronik marka sonikatör, BioRad marka mikroplate okuyucu, 

Shimadzu marka Uv-vis spektrofotometre, Heidolph marka çalkalayıcı, Beckman 

marka santrifüj, Sartorius Basic marka tartı ve Heidolph marka manyetik karıĢtırıcı 

kullanılmıĢtır. 

 

Plazmidler ve Bakteri Suşları- E.coli BL21(DE3), E.coli Top10 (Invitrogen) ve 

diğer kullanılan bakteri suĢları, pET14b (Invitrogen) vektörü Doç. Dr. Ayhan ÇELĠK 

tarafından sağlanmıĢtır. pGro7 Ģaperon plazmidi Doç. Dr. Ali TÜRKAN tarafından 

sağlanmıĢtır. Bacillus thuringiensis kaynaklı ADH genini taĢıyan pET14b plazmidi 

bölümümüz doktora öğrencisi Fatih AKTAġ ve E.coli BL21(DE3) GOLD bakteri 

suĢu Doç. Dr. Duran ÜSTEK tarafından sağlanmıĢtır. 
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4.1.2. Metot 

 

4.1.2.1. Staphylococcus saprophyticus Kaynaklı ADH Enzimi 

 

Staphylococcus saprophyticus Kaynaklı Alkol Dehidrogenaz Enziminin 

Klonlanması- Staphylococcus saprophyticus bakterisinin varsayılan alkol 

dehidrogenaz geninin DNA baz dizileri incelenmiĢ ve geni çoğaltacak DNA baz 

dizileri belirlenmiĢtir. PCR ürününün vektöre ligasyonunu kolaylaĢtırmak amacı ile 

yapıĢkan uç açığa çıkacak Ģekilde primerlerle 5' ucuna NdeI endonükleaz, 3' ucuna 

XhoI endonükleazına ait tanıma dizileri (NdeI için, 5'-CATATG-3'; XhoI için, 5'-

CTCGAG-3') ilave edilmiĢtir. Kullanılan primer dizileri aĢağıda verilmiĢtir. 

 

Ġleri (NdeI) 5'-C GGT GTC CAT ATG AAA GCA GTT ACT TAT C 

 

Geri (XhoI) 5'-CAC CTC GAG TTA TGG TTT TAG AAT TAC 

     

  0.5 ml’lik PCR tüpüne uygun hacimde 1µl genomik DNA (270ng/µl) 

konularak tüp ağzı kapalı Ģekilde buz üzerine alındı. 7.5µl destile su ve 2’Ģer µl ileri 

ve geri yöndeki primerlerden (40pmol) PCR tüpüne pipetlenerek ilave edildi. 

Reaksiyon karıĢımı 2X Taq master PCR mix (NEB) ile 25µl’ye tamamlandı. Tüp 

spin edildi ve tekrar buz üzerine koyuldu. Tüp PCR cihazına yerleĢtirildi ve uygun 

PCR programı çalıĢtırıldı. PCR karıĢımı 5 dakika 95°C’ye ısıtıldı ve daha sonra 

(95°C, 1 dakika; 57°C, 1 dakika; 68°C, 1.5 dakika) 29 döngülük çoğaltım sonrasında 

68°C’de 10 dakika son uzatma iĢlemi gerçekleĢtirildi. Reaksiyon tamamlandıktan 

sonra tüp vortekslendi, spin edildi ve buz üzerine bırakıldı. ssADH PCR ürünü 

%0.8’lik agaroz jelde yürütüldü. 

  Elde edilen 1.2 kbp ssADH PCR ürününün agaroz jelden geri kazanımı 

QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) ile üretici firmanın talimatlarına göre 

gerçekleĢtirildi. 
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Kompetent Hücre Hazırlanması ve Plazmid Transformasyonu- TOP10 hücre 

stoğundan 5µl, 5ml’lik Luria Broth (LB) kültürüne (Atlas 2004) ekim yapıldı. 

37°C’de 180rpm’de gecelik büyümeye bırakıldı. TOP10 gecelik kültüründen alınan 

1ml, 100ml LB besiyerine ekildi. OD600 0.3 olana kadar 37°C’de 180rpm’de 

büyütüldü. OD600 istenilen değere ulaĢtığında kültür, steril 50’lik falkona alınarak 

9000rpm’de 10 dakika +4°C’de santrifüjlendi. Elde edilen hücre pelletleri, 4ml 

soğutulmuĢ MgCl2 çözeltisi ile süspanse edildi. 5000rpm’de 10 dakika +4°C’de 

santrifüjlendi. Süpernatant atıldıktan sonra pellet 2ml soğutulmuĢ CaCl2 çözeltisi ile 

süspanse edildi ve buzda yarım saat bekletildi. Ġnkübasyon sonunda 4000rpm’de 10 

dakika +4°C’de santrifüjlendi ve süpernatant atıldı. Pellet, 1ml 85mM CaCl2 (%15 

gliserol içeren) çözeltisi ile süspanse edildi. 50’er µl mikrotüplere alındı ve sıvı 

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

  3 µL pET14b plazmidi, -72°C stoktan alınan ve buz üstünde bekletilen 

kompetent E.coli TOP10 hücresine aktarıldı ve buz üstünde 30 dakika bekletildi. 

Bekleme sonrasında tüp, 42°C’deki su banyosunda 50 sn tutularak tekrar buz üstüne 

alındı. 200 µL SOC besiyeri (Atlas 2004) ilavesiyle mikrotüp, 230 rpm’de 37°C’de 1 

saat süreyle çalkalanmaya bırakıldı. Ġnkübasyon sonunda 100 µg/ml ampisilin içeren 

LB/agar petrilerine cam boncuklar yardımıyla ekim yapıldı ve 37°C’de gecelik 

inkübasyona bırakıldı (Metot T). 

 

Plazmid İzolasyonu- pET14b plazmidini taĢıyan TOP10 petrisinden alınan tek 

koloni, 5 ml’lik LB besiyerinde 180 rpm’de 37°C’de gecelik inkübasyona bırakıldı. 

Küçük kültürden elde edilen hücreler 10000 rpm’de 4°C'de 5 dakika santrifüjlendi. 

Hücre pelletlerinden QIAprep Spin Miniprep Kit and a Microcentrifuge (QIAGEN) 

ile üretici firmanın talimatlarına göre plazmid izolasyonu gerçekleĢtirildi. 

 

ssADH PCR Ürünü ve pET14b Plazmidinin Restriksiyon Enzimleriyle Kesimi- 

Restriksiyon kesim karıĢımı; ssADH PCR ürünü (35µl) ve pET 14b plazmid DNA 

(50 µL), BSA (30X, 2 µL, New England BioLab), NEB 2 tampon (6 µL, New 

England BioLab), NdeI (1 µL, New England BioLab) ve XhoI (1 µL, New England 

BioLab) kesim enziminden oluĢmaktadır. Eppendorf tüpüne PCR ürünü ve pET 14b 

plazmid DNA ilave edildikten sonra BSA ve NEB tamponu pipetlenerek dikkatlice 
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ilave edildi ve karıĢım buz üzerinde alındı. Restriksiyon enzimleri de ilave edildikten 

sonra karıĢtırıldı ve spin edildi. 37°C’de 2 saat inkübe edildi. 

 

Bağlanma İşlemi ve Transformasyonu- Bağlama iĢlemi üretici firmanın (New 

England BioLab) talimatlarına göre T4 DNA ligaz (Quick Ligation Kit) kullanılarak 

gerçekleĢtirildi. Restriksiyon kesimleri yapılmıĢ ssADH PCR ürünü ve pET 14b 

plazmidi (molar oran 3:1) eppendorf tüpüne alındı. Üzerine Quick Ligation tamponu 

(10 µL) ve T4 DNA ligaz (1 µL) ilave edilerek karıĢtırıldı, spin edildi. Oda 25°C’de 

15 dakika inkübe edildi.  

  5 µL bağlanma karıĢımı, Metot T’de belirtildiği gibi -72°C stoktan alınan ve 

buz üstünde bekletilen kompetent E.coli TOP10 hücresine aktarıldı ve 100 µg/ml 

ampisilin içeren LB/agar petrilerine cam boncuklar yardımıyla ekim yapıldı ve 

37°C’de gecelik inkübasyona bırakıldı. TOP10 petrisinden alınan tek koloni, 5 ml’lik 

LB besiyerinde 180 rpm’de 37°C’de gecelik inkübasyona bırakıldı. Küçük kültürden 

elde edilen hücreler 10000 rpm’de 4°C'de 5 dakika santrifüjlendi. Plazmid DNA 

saflaĢtırılması için QIAGEN (Qiaprep spin miniprep kit and microsentrifuge) kit 

kullanıldı. Vektöre ssADH geninin baĢarılı bir Ģekilde bağlandığını doğrulamak için 

NdeI ve XhoI restriksiyon enzimleri kullanılarak restriksiyon analizi gerçekleĢtirildi. 

 

ssADH  Ekspresyonu 

 

ssADH plazmid Transformasyonu- 3 µL pADHss plazmidi, Metot K’da belirtildiği 

gibi hazırlanan kompetent E.coli BL21(DE3) ekspresyon strainine Metot T’de 

belirtildiği gibi transforme edildi ve 100 µg/ml ampisilin içeren LB/agar petrilerine 

cam boncuk yardımıyla ekim yapıldı ve 37°C’de gecelik inkübasyona bırakıldı. 

 

ssADH Enziminin Oto-İndüksiyon Besiyerinde Ekspresyonu ve Saflaştırılması- 

pADHss plazmidini içeren E.coli BL21(DE3) petrisinden alınan tek koloni, 100 

µg/ml ampisilin içeren 5 ml’lik LB besiyerinde 180 rpm’de 37°C’de gecelik 

inkübasyona bırakıldı. pADHss plazmidini içeren gecelik BL21(DE3) kültüründen 
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alınan 500 µl, 100 µg/ml ampisilin ihtiva eden 50ml oto indüksiyon besiyerine 

(Studier 2005) eklendi. Gece boyu 30°C’de 180 rpm’de inkübe edildi. 

  Oto-indüksiyonu ile elde edilen pellet 20mM Tris-HCl, 500mM NaCl ve 5mM 

imidazol (pH 7.8) tamponu ile süspanse edildi. 80µl Lizozim ve 4µl PMSF 

çözeltisinden eklendikten sonra yarım saat buzda inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda 

buz üzerinde 15 saniye sonikasyon 45 saniye soğutma iĢlemi 6 kez uygulandı ve 

santrifüjlenerek hücre özütü elde edildi (Metot S). Elde edilen hücre özütü Ni-affinite 

kolona yüklendi ve 20mM Tris-HCl, 200mM NaCl ve 25mM imidazol (pH 7.8) ile 

yıkandı. Daha sonra 20mM Tris-HCl, 200mM NaCl, 100mM, 200mM ve 400mM 

imidazol (pH 7.8) geçirilerek elüsyonlar toplandı (Metot N). 

 

ssADH Enziminin IPTG İndüksiyonu ile Ekspresyonu- pADHss plazmidini içeren 

gecelik BL21(DE3) kültüründen alınan 500µl, 50 ml LB besiyeri içeren (100 µg/ml 

ampisilin ihtiva eden) flaska aktarıldı. OD600 değeri 0.4 olana dek 37°C 180 rpm’de 

hücreler büyütüldü. Ġstenilen OD600 değerine ulaĢtığında son konsantrasyonda 

0.1mM IPTG ilave edildi. 4 saat 22°C’de inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon sonunda 

flasklardaki bakteri kültürleri, 50 ml’lik falkon tüplere aktarılarak +4°C’de santrifüj 

edildi. IPTG indüksiyonu ile elde edilen pellet Metot S’deki gibi liziz edildi ve 

santrifüjlenerek hücre özütü elde edildi. 

 

ssADH Enziminin Terrific Broth Ekspresyonu- pADHss plazmidini içeren gecelik 

BL21(DE3) kültüründen alınan 100µl, 100 µg/ml ampisilin içeren 10ml TB 

besiyerine eklendi (Hirakawa, Kamiya et al. 2004). Hücreler 30°C’de gecelik 

büyümeye bırakıldı (16 saat). TB ile elde edilen pellet Metot S’deki gibi liziz edildi 

ve santrifüjlenerek hücre özütü elde edildi. 

 

ssADH M9 Tuzları Minimal Medium Ekspresyonu- pADHss plazmidini içeren 

gecelik BL21(DE3) kültüründen alınan 100µl, 10 ml M9-MM besiyeri içeren (100 

µg/ml ampisilin ihtiva eden) falkona aktarıldı. OD600 değeri 0.4 olana dek 37°C’de 

180 rpm’de hücreler büyütüldü ve 0.5 mM IPTG ilave edildi. 6 saat 25°C’de 

inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon sonunda 9000rpm’de 10 dakika +4°C’de 

santrifüjlendi. M9-MM besiyeri ile elde edilen pellet, Metot S’deki gibi liziz edildi 

ve santrifüjlenerek hücre özütü elde edildi. 
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ssADH Plazmidinin Farklı Hücrelere Transformasyonu ve Ekspresyonu 

 

Rosetta(DE3) ve TOP10- 4µl ssADH geninini taĢıyan pET14b plazmidi Metot 

T’deki gibi Metot K’da belirtildiği gibi hazırlanan kompetent Rosetta(DE3) ve 

TOP10 hücrelerine transfer edildi. 100µg/ml ampisilin içeren LB/agar petrilerine 

ekim yapıldı ve 37°C’de gecelik büyümeye bırakıldı. pADHss plazmidini içeren 

E.coli Rosetta(DE3) ve TOP10 petrisinden alınan tek koloni, 100 µg/ml ampisilin 

içeren 5 ml’lik LB besiyerinde 180 rpm’de 37°C’de gecelik inkübasyona bırakıldı. 

pADHss plazmidini içeren gecelik E.coli Rosetta(DE3) ve TOP10 kültürlerinden 

alınan 1ml, 100 µg/ml ampisilin ihtiva eden 100ml oto-indüksiyon besiyerine 

aktarıldı. Gece boyu 30°C’de 180 rpm’de inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda 

flasklardaki bakteri kültürleri, 50 ml’lik falkon tüplere aktarılarak 4°C’de santrifüj 

edildi. Rosetta(DE3) ve TOP10 hücre pelletleri Metot S’deki gibi liziz edildi ve 

santrifüjlenerek hücre özütü elde edildi. 

 

Rosetta (DE3) pLysS- 4µl pADHss plazmidi, Metot K’da belirtildiği gibi kompetent 

E.coli Rosetta(DE3) pLysS ekspresyon strainine Metot T’deki gibi transforme edildi. 

100µg/ml ampisilin ve 20µg/ml kloramfenikol içeren LB/agar petrilerine cam 

boncuklar yardımıyla ekilerek, 37°C’de gecelik inkübasyona bırakıldı. pADHss 

plazmidini içeren E.coli Rosetta(DE3) plysS petrisinden alınan tek koloni, 100 µg/ml 

ampisilin ve 20 µg/ml kloramfenikol içeren 5 ml’lik LB besiyerinde 180 rpm’de 

37°C’de gecelik inkübasyona bırakıldı. pADHss plazmidini içeren gecelik E.coli 

Rosetta(DE3) plysS kültüründen alınan 1 ml, 100 µg/ml ampisilin ve 20µg/ml 

kloramfenikol ihtiva eden 100 ml LB besiyerine eklendi. OD600 değeri 0.4 olana dek 

37°C’de 180 rpm’de hücreler büyütüldü ve 0.1mM IPTG ilave edildi. 2.5 saat 

25°C’de inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon sonunda flasklardaki bakteri kültürleri, 

50 ml’lik falkon tüplere aktarılarak +4°C’de santrifüj edildi.  Ekspresyon sonunda 

elde edilen pellet Metot S’deki gibi liziz edildi ve santrifüjlenerek hücre özütü elde 

edildi. 

 

ssADH Ekspresyonuna Tuz Etkisi- pADHss plazmidini içeren E.coli BL21(DE3) 

petrisinden alınan tek koloni, 100 µg/ml ampisilin içeren 5 ml’lik LB besiyerinde 
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180 rpm’de 37°C’de gecelik inkübasyona bırakıldı. pADHss plazmidini içeren 

gecelik E.coli BL21(DE3) kültüründen alınan 500 µl, 100 µg/ml ampisilin ihtiva 

eden 50 ml farklı tuz konsantrasyonları içeren LB besiyerlerine ekildi. OD600 değeri 

0.4 olana dek 37°C 180 rpm’de hücreler büyütüldü ve son konsantrasyonda 0.1mM 

IPTG ilave edildi. 4 saat 25°C’de inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon sonunda 

flasklardaki bakteri kültürleri, 50 ml’lik falkon tüplere aktarılarak +4°C’de santrifüj 

edildi. Elde edilen pelletler Metot 1S’deki gibi liziz edildi ve santrifüjlenerek hücre 

özütü elde edildi. 

 

ssADH Ekspresyonuna Isı Şokunun Etkisi- pADHss plazmidini içeren E.coli 

BL21(DE3) petrisinden alınan tek koloni ile büyütülen gecelik E.coli BL21(DE3) 

kültüründen alınan 500µl, 100 µg/ml ampisilin ihtiva eden 50 ml LB besiyerine 

ekildi. OD600 değeri 0.4 olana dek 37°C 180 rpm’de hücreler büyütüldü. 

Ġndüksiyondan yarım saat önce 42°C’de 20 dakika 140rpm’de inkübe edildi. 

Ġnkübasyon sonunda son konsantrasyonda 0.1mM IPTG ilave edildikten sonra 4 saat 

25°C’de inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon sonunda flasklardaki bakteri kültürleri, 

50 ml’lik falkon tüplere aktarılarak 4°C’de santrifüj edildi. Elde edilen pellet Metot 

S’deki gibi liziz edildi ve santrifüjlenerek hücre özütü elde edildi. 

 

ssADH Ekspresyonuna Benzil Alkolün Etkisi- pADHss plazmidini içeren E.coli 

BL21(DE3) petrisinden alınan tek koloni ile büyütülen gecelik E.coli BL21(DE3) 

kültüründen alınan 300μl, 100 µg/ml ampisilin ihtiva eden 20ml LB besiyerine 

ekildi. OD600 değeri 0.4 olana dek 23
o
C’de hücreler büyütüldü. Ġndüklemeden önce 

farklı konsantrasyonlarda BA ilave edildi ve 20 dakika 23°C’de inkübe edildi. 20 

dakika sonunda son konsantrasyonu 0.1mM IPTG ilave edildi. 23°C’de 20saat 

inkübasyona bırakıldı. 20 saat sonunda da OD600 değeri bakıldıktan sonra hücreler 

santrifüjlendi. Elde edilen pelletler, Metot S’deki gibi liziz edildi ve santrifüjlenerek 

hücre özütü elde edildi. 

 

ssADH Ekspresyonuna Betain Monohidrat Etkisi- pADHss plazmidini taĢıyan 

E.coli BL21(DE3) GOLD petrisinden alınan tek koloni ile büyütülen gecelik E.coli 

BL21(DE3) GOLD kültüründen alınan 400μl, 100 µg/ml ampisilin ihtiva eden 20ml 

0.5M NaCl içeren LB besiyerine ekildi. OD600 değeri 0.4 olana kadar 37°C’de 
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180rpm’de büyümeye bırakıldı. Ġndüklemeden yarım saat önce son konsantrasyonu 

5mM olacak Ģekilde betain monohidrat eklendi ve yarım saat sonra son 

konsantrasyonu 0.1mM olacak Ģekilde IPTG eklendi. 30°C’de 180rpm’de 2 saat 

inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda kültür, 9000rpm’de +4°C’de 10 dakika 

santrifüjlendi. Elde edilen pellet Metot S’deki gibi liziz edildi ve santrifüjlenerek 

hücre özütü elde edildi. 

 

ssADH ve Şaperon Koekspresyonu 

 

BL21(DE3) GOLD Kompetent Hücre Hazırlanması ve pGro7 Plazmid 

Transformasyonu- BL21(DE3) GOLD hücre stoğundan 5µl, 100µg/ml ampisilin 

içeren 5ml’lik LB kültürüne ekim yapıldı. 37°C’de 180rpm’de gecelik büyümeye 

bırakıldı. BL21(DE3) GOLD gecelik kültüründen alınan 1ml, 100ml LB besiyerine 

ekildi ve Metot K’da belirtildiği gibi kompetent hücre hazırlandı. Kompetent 

hücreler -70°C’de saklandı. 

   

   3µl GroES ve GroEL Ģaperon genlerini içeren pGro7 plazmidi, -70°C’deki 

stoktan alınan ve buz üstünde bekletilen kompetent E.coli BL21(DE3) GOLD 

hücresine Metot T’deki gibi transfer edildi. 20µg/ml kloramfenikol içeren LB/agar 

petrilerine ekim yapıldı. 37°C’de gecelik inkübasyona bırakıldı. 

 

pGro7 Plazmidi içeren BL21(DE3) GOLD Kompetent Hücre Hazırlanması ve 

pADHss Transformasyonu- GroES ve GroEL genlerini taĢıyan pGro7 plazmidini 

taĢıyan E.coli BL21(DE3) GOLD petrisinden alınan tek koloni, 20 µg/ml 

kloramfenikol içeren 5 ml’lik LB besiyerinde 180 rpm’de 37°C’de gecelik 

inkübasyona bırakıldı. pGro7 plazmidini içeren BL21(DE3) GOLD gecelik 

kültüründen 1ml, 20µg/ml kloramfenikol içeren 100ml LB besiyerine ekilerek Metot 

K’da belirtildiği gibi kompetent hücre hazırlandı. 

  3µl pADHss plazmidi, pGro7 plazmidini taĢıyan kompetent E.coli BL21(DE3) 

GOLD hücresine Metot T’deki gibi transfer edildi. 100µg/ml ampisilin ve 20µg/ml 

kloramfenikol içeren LB/agar petrilerine ekim yapıldı. 37°C’de gecelik inkübasyona 

bırakıldı. 
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ADHss ve Şaperonların Koekspresyonu- pADHss ve pGro7 plazmidlerini taĢıyan 

BL21(DE3) GOLD petrisinden alınan tek koloni, 100µg/ml ampisilin ve 20µg/ml 

kloramfenikol içeren 5ml’lik LB besiyerine ekildi ve 37°C’de 180rpm’de gecelik 

büyümeye bırakıldı. 

  pADHss ve pGro7 plazmidlerini taĢıyan BL21(DE3) GOLD gecelik 

kültüründen alınan 1ml, 100µg/ml ampisilin, 20µg/ml kloramfenikol ve 0.5mg/ml L-

arabinoz içeren 100ml LB besiyerine ekildi. OD600 değeri 0.4 olana kadar 37°C’de 

180rpm’de büyümeye bırakıldı. OD600 değeri istenilen değere ulaĢtığında son 

konsantrasyonu 0.1mM olacak Ģekilde IPTG ilave edildi ve 30°C’de 4 saat 

180rpm’de inkübe edildi. 2 ve 4 saat sonunda kültürden alınan 50ml, 9000rpm’de 

+4°C’de 10dakika santrifüjlendi. 2 ve 4. saat sonunda elde edilen pelletler, Metot 

S’deki gibi liziz edildi ve santrifüjlenerek hücre özütü elde edildi. 

 

ssADH Enziminin İnklüzyon Cisimciği Olarak Saflaştırılması- Oto-indüksiyon 

besiyerinden elde edilen pellete (1.46g) gram baĢına 4ml 20mM Tris-HCl (pH 7.8), 

0.5NaCl, 5mM imidazol, 4µl PMSF ve 80µl lizozim çözeltisi ilave edildi. Buz 

üzerinde yarım saat inkübe edildi ve tekrar buz üzerinde 15 saniye sonikasyon 45 

saniye soğutma iĢlemi 6 kez uygulandı. 9000rpm’de yarım saat çöktürüldü. 

Sonikasyon sonrası elde edilen pellet 20mM Tris-HCl, 5mM imidazol, 0.5M NaCl, 

20mM NaH2PO4 (pH 7.4), %0,5 Triton X-100 (gram pellet baĢına 10ml) ile süspanse 

edildi ve bir kez 15 saniye sonike edildi. Buz üstünde 20 dakika inkübe edildikten 

sonra +4°C’de 30 dakika santrifüjlendi. Bu iĢlem iki kez uygulandı. 

Santrifüjlendikten sonra elde edilen pellet, 20mM Tris-HCl, 8M üre, 0.5M NaCl, 

20mM NaH2PO4 (pH 8.0) (gram pellet baĢına 10ml) ile süspanse edildi ve bir kez 15 

saniye sonike edildi. Buz üstünde 20 dakika inkübe edildikten sonra +4°C’de 30 

dakika santrifüjlendi. Ni
+2

 afinite kolonu 20mM Tris-HCl, 8M üre, 0.5M NaCl, 5mM 

imidazol, 20mM NaH2PO4 (pH 8.0)  ile dengelendi. 8M üre ile çözünür hale gelen 

protein kolona yüklendi. Kolon hacminin 5 katı hacimde (5ml) 20mM Tris-HCl, 

20mM imidazol, 8M üre, 0.5M NaCl, 20mM NaH2PO4 (pH 8.0) geçirilerek zayıf 

bağlanan proteinler uzaklaĢtırıldı. Doğrusal olarak 8-0M üre gradienti ile kolondon 

üre uzaklaĢtırıldı. En son kolon hacminin 5 katı hacminde (5ml) 20mM Tris-HCl, 

0.5M NaCl, 20mM NaH2PO4 (pH 8.0) geçirildi. 20mM Tris-HCl, 400mM imidazol, 

0.5M NaCl, 20mM NaH2PO4 (pH 7.4) ile kolondan protein alındı. 400mM imidazol 
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ile kolondan çıkan elüsyon konsantre edildi ve PD10 kolondan geçirilerek tamponu 

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

 

ssADH Enziminin in vitro Tekrar Katlanma Çalışmaları 

 

Metot 1- Oto-indüksiyon besiyerinden elde edilen pellete (1.3) gram baĢına 4ml 

20mM Tris-HCl, 0.5M NaCl, 5mM imidazol (pH 7.8) tamponu, 4µl PMSF ve 80µl 

lizozim çözeltisi ilave edildi. Buz üzerinde yarım saat inkübe edildi ve tekrar buz 

üzerinde 15 saniye sonikasyon 45 saniye soğutma iĢlemi 5 kez uygulandı. 

9000rpm’de yarım saat santrifüjlendi. Elde edilen pellet 2M üre, 20mM Tris-HCl, 

0.5M NaCl, %2 Triton X-100 (pH 8) (gram baĢına 10ml) ile süspanse edildi ve bir 

kez 15 saniye sonike edildi. 20 dakika buzda inkübe edildikten sonra yarım saat 

santrifüjlendi. Elde edilen pellet 6M guanidin HCl, 20mM Tris-HCl, 0.5M NaCl, 

5mM imidazol, 1 mM β-merkaptoetanol (pH 8.0) ile süspanse edildi. +4
o
C’de 1 saat 

inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda yarım saat santrifüjlendi. Ni
+2

 afinite kolonu 

bağlanma tamponu olan 20mM Tris-HCl, 0.5M NaCl, 5mM imidazol, 1mM β-

merkaptoetanol (pH 8.0) tamponu ile dengelendi. Guanidin HCl ile soluble hale 

gelen protein kolona yüklendi. Doğrusal olarak 6-0M üre (20mM Tris-HCl, 0.5M 

NaCl, 5mM imidazol, 1 mM β-merkaptoetanol (pH 8.0)) gradienti uygulandı. Üre 

uzaklaĢtırıldıktan sonra 10 kolon hacmi (10ml) tekrar katlanma tamponu (20mM 

Tris-HCl, 0.5M NaCl, 5mM imidazol, 1mM β-merkaptoetanol (pH 8.0)) geçirildi. 5-

400mM imidazol, 20mM Tris-HCl, 0.5M NaCl, 1 mM β-merkaptoetanol (pH 8.0) ile 

kolondan fraksiyonlar alındı. 100 ve 400mM imidazol ile kolondan çıkan elüsyonlar 

konsantre edildi ve PD10 kolondan geçirilerek tamponu 50mM sodyum fosfat 

tamponu (pH 7.5) ile değiĢtirildi. 

 

Metot 2- Oto-indüksiyon besiyerinden elde edilen pellete (1.18g) gram baĢına 4ml 

20mM Tris-HCl, 0.5M NaCl, 5mM imidazol (pH 7.8), 4µl PMSF ve 80µl lizozim 

çözeltisinden ilave edildi. Buz üzerinde yarım saat inkübe edildi ve tekrar buz 

üzerinde 15 saniye sonikasyon 45 saniye soğutma iĢlemi 5 kez uygulandı. 

9000rpm’de yarım saat santrifüjlendi. Elde edilen pellet 2M üre, 20mM Tris-HCl, 

0.5M NaCl, %2 Triton X-100 (pH 8) ile süspanse edildi ve bir kez 15 saniye sonike 
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edildi. 20 dakika buzda inkübe edildikten sonra yarım saat santrifüjlendi. Yıkama 

iĢlemi bir kere daha tekrarlandı. Elde edilen pellet 6M guanidin HCl, 20mM Tris-

HCl, 20mM β-merkaptoetanol (pH 8.0) (bağlanma tamponu) ile süspanse edildi. Oda 

sıcaklığında 1 saat inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda yarım saat santrifüjlendi. Ni
+2

 

afinite kolonu bağlanma tamponu ile dengelendi. Süpernatant 1:1 oranında seyreltilip 

kolona yüklendi. 5 kolon hacmi 20mM Tris-HCl, 10mM β-merkaptoetanol (pH 8.0) 

ile yıkandı. 5 kolon hacmi 20mM Tris-HCl, 10mM β-merkaptoetanol, 20mM 

imidazol (pH 8,0) ile yıkandı. 10 kolon hacmi %0.1 Triton X-100, 20mM Tris-HCl, 

0.5M NaCl, 10mM β-merkaptoetanol (pH 7.5) ile yıkandı. 10 kolon hacmi 5mM β-

siklodekstrin, 20mM Tris-HCl, 0.1M NaCl, 10mM β-merkaptoetanol (pH 7.5) ile 

yıkandı. En son 10 kolon hacmi 20mM Tris-HCl, 0.1M NaCl, 10mM β-

merkaptoetanol (pH 7.5) ile yıkandıktan sonra elüsyon 400mM imidazol 20mM Tris-

HCl, 0.1M NaCl, 10mM β-merkaptoetanol (pH 7.5) tamponu ile yapıldı. Kolondan 

çıkan elüsyon konsantre edildi ve PD10 kolondan geçirilerek tamponu 50mM 

sodyum fosfat tamponu (pH 7.5) ile değiĢtirildi. 

 

Metot 3- Oto-indüksiyon besiyerinden elde edilen pellete (1.18g) gram baĢına 4ml 

20mM Tris-HCl, 0.5M NaCl, 5mM imidazol (pH 7.8), 4µl PMSF ve 80µl lizozim 

çözeltisinden ilave edildi. Buz üzerinde yarım saat inkübe edildi ve tekrar buz 

üzerinde 15 saniye sonikasyon 45 saniye soğutma iĢlemi 5 kez uygulandı. 

9000rpm’de yarım saat santrifüjlendi. Elde edilen pellet 2M üre, 20mM Tris-HCl, 

0.5M NaCl, %2 Triton X-100 (pH 8) ile süspanse edildi ve bir kez 15 saniye sonike 

edildi. 20 dakika buzda inkübe edildikten sonra yarım saat santrifüjlendi. Yıkama 

iĢlemi bir kere daha tekrarlandı. Elde edilen pellet 6M guanidin HCl, 20mM Tris-

HCl, 20mM β-merkaptoetanol (pH 8.0) (bağlanma tamponu) ile süspanse edildi. Oda 

sıcaklığında 1 saat inkübe edildi. Son konsantrasyonu 10μM olacak Ģekilde ZnCl2 

eklendi (Rudolph, Gerschitz et al. 1978) ve yarım saat daha inkübe edildi. 

Ġnkübasyon sonunda yarım saat santrifüjlendi. Ni
+2

 afinite kolonu bağlanma tamponu 

ile dengelendi. Guanidin HCl ile soluble hale gelen protein kolona yüklendi. 

Doğrusal olarak 6-0M üre (20mM Tris-HCl, 0.5M NaCl, 5mM imidazol, 1mM β-

merkaptoetanol (pH 8.0))  gradienti uygulandı. Üre uzaklaĢtırıldıktan sonra 10 kolon 

hacmi (10ml) katlanma tamponu (20mM Tris-HCl, 0.5M NaCl, 5mM imidazol, 

1mM β-merkaptoetanol (pH 8.0)) geçirildi. 5-400mM imidazol, 20mM Tris-HCl, 

0.5M NaCl, 1mM β-merkaptoetanol (pH 8.0) ile kolondan fraksiyonlar alındı. 
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400mM imidazol ile kolondan çıkan elüsyonlar konsantre edildi. Son konsantrasyonu 

1mM olacak Ģekilde ZnCl2 eklendi. Buz üzerinde yarım saat inkübe edilen enzim 

PD10 kolondan geçirilerek tamponu 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.5) ile 

değiĢtirildi. 

 

Protein Miktarının Belirlenmesi- Protein konsantrasyonu Bradford metodu ile 

belirlenmiĢtir (Bradford 1976). 0.05-0.5 mg/ml arasında değiĢen konsantrasyonlarda 

BSA standartları hazırlandı. Hazırlanan standartlardan ve ssADH enziminden 10μl 

ve 200 μl Bradford reaktifi [Bradford reaktifi + destile su 1:4 (v/v)] ilavesiyle 96 

kuyucuklu Mikroplate okuyucuda, standartlara ve örneklere ait absorbans değerleri 

595 nm’de okundu. 

 

MALDI-TOF ile Kütlenin Belirlenmesi- in vitro tekrar katlanma iĢlemlerinden 

Metot 3 ile elde edilen ssADH enzimine (50µl, 0.125mg) 500µl %20’lik TCA 

eklendi. Yarım saat buzda bekletildi. 12000rpm’de 10 dakika santrifüjlendi. 

Süpernatant uzaklaĢtırıldı. Pellet 500µl soğutulmuĢ aseton ile yıkandı. 5 dakika 

buzda bekletildi. Tekrar 10 dakika santrifüjlendi. Pellet 20dakika oda sıcaklığında 

kurutuldu. kurutulan pellet 50µl formik asit/su/izopropanol (1:3:2) ile süspanse 

edildi. 4mg sinapinik asidin 200µl izopropanol/suda (1:1) doygun çözeltisi 

hazırlandı. farklı oranlarda protein ve matriks karıĢımları hazırlandı. Numuneler 

hedefe damlatıldı ve kurutulmaya bırakıldı.  

 

ssADH Aktivitesinin Belirlenmesi- SaflaĢtırılan ve in vitro tekrar katlandığı 

düĢünülen ssADH enziminin keton ve etanole karĢı aktivitesine bakıldı. Doğru 

katlanmanın gerçekleĢtiğini anlamak için baĢka bir yol olan substrat gibi davranan 

elektron alıcısı K3[Fe(CN)6] kullanıldı (Roberts, Celik et al. 2003). 

 

4.1.2.2. Bacillus thuringiensis Kaynaklı ADH Enzimi 

 

pADHbt Plazmidinin Transformasyonu- 3 µL pADHbt plazmidi, Metot K’da 

belirtildiği gibi hazırlanan kompetent E.coli BL21(DE3) ekspresyon suĢuna Metot 
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T’de belirtildiği gibi aktarıldı ve 100 µg/ml ampisilin içeren LB/agar petrilerine cam 

boncuk yardımıyla ekim yapıldı ve 37°C’de gecelik inkübasyona bırakıldı. 

 

btADH Enziminin Oto-İndüksiyon Besiyerinde Ekspresyonu ve Saflaştırılması- 

pADHbt plazmidini içeren E.coli BL21(DE3) petrisinden alınan tek koloni, 100 

µg/ml ampisilin içeren 5 ml’lik LB besiyerinde 180 rpm’de 37°C’de gecelik 

inkübasyona bırakıldı. pADHbt plazmidini içeren gecelik BL21(DE3) kültüründen 

alınan 500 µl, 100 µg/ml ampisilin ihtiva eden 50ml oto indüksiyon besiyerine 

eklendi. Gece boyu 30°C’de 180 rpm’de inkübe edildi. 

  Oto-indüksiyonu ile elde edilen pellet 20mM Tris-HCl, 500mM NaCl ve 5mM 

imidazol (pH 7.8) tamponu ile süspanse edildi. 80µl Lizozim ve 4µl PMSF 

çözeltisinden eklendikten sonra yarım saat buzda inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda 

buz üzerinde 15 saniye sonikasyon 45 saniye soğutma iĢlemi 6 kez uygulandı ve 

santrifüjlenerek hücre özütü elde edildi. Elde edilen hücre özütü Ni-affinite kolona 

yüklendi ve 20mM Tris-HCl, 200mM NaCl ve 25mM imidazol (pH 7.8) ile yıkandı. 

Daha sonra 20mM Tris-HCl, 200mM NaCl, 100mM, 200mM ve 400mM imidazol 

(pH 7.8) geçirilerek elüsyonlar toplandı. Kolondan çıkan elüsyonlar konsantre edildi 

ve PD10 kolondan geçirilerek tamponu 50mM fosfat tamponu (pH 7.5) ile 

değiĢtirildi. 
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4.2. Sonuç 

 

4.2.1. Staphylococcus saprophyticus Kaynaklı ADH Enzimi 

 

  ssADH genine ait PCR ürününün agaroz jel görüntüsü ġekil 4.1’de verilmiĢtir. 

ssADH genine ait PCR ürünü beklenildiği gibi 1.2 kbp’lik bir bant vermiĢtir. 

 

ġekil 4.1. ssADH geni PCR reaksiyon ürününe ait agaroz jel görüntüsü. 

M: 1 kbp’lik DNA marker; 1: ssADH genine ait PCR ürünü. 

 

  ssADH geni PCR ile çoğaltıldıktan sonra klonlama vektörü olarak kullanılacak 

olan pET 14b plazmidinin hazırlanması gerçekleĢtirilmiĢtir. ssADH genine ait PCR 

ürünü ve klonlama vektörü olarak kullanılan pET 14b plazmidinin NdeI/XhoI 

restriksiyon enzimleriyle kesimleri gerçekleĢtirilmiĢtir. Kesim reaksiyonunda elde 

edilen ürünlere ait agaroz jel görüntüsü ġekil 4.2’de verilmiĢtir. Kesim iĢlemi 

sonunda ssADH genine ait PCR ürünü ve pET 14b plazmid DNA’sı tek bant 

vermiĢtir.  
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ġekil 4.2. ssADH PCR ürünü ve pET 14b plazmidinin restriksiyon enzimleriyle 

kesimi. 

M: 1 kbp’lik DNA marker; 1: ssADH geni PCR ürünü; 2: pET 14b plazmidi. 

 

  NdeI ve XhoI restriksiyon enzimleri kullanılarak pADHss ve pET14b plazmidi 

restriksiyon analizi gerçekleĢtirildi (ġekil 4.3). 

 

ġekil 4.3. Restriksiyon analizi. 

M: 1 kbp’lik DNA marker; 1: NdeI kesimi sonrası pET14b plazmidi; 2: NdeI/XhoI kesimi sonrası 

pET 14b plazmidi; 3: NdeI kesimi sonrası pADHss plazmidi; 4: NdeI/XhoI kesimi sonrası pADHss 

plazmidi. 
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ssADH Ekspresyonu 

 

ssADH Enziminin Oto-indüksiyon Besiyerinde Ekspresyonu- Oto-indüksiyon 

besiyerinden sonikasyon sonrası elde edilen ssADH geni içeren plazmidi taĢıyan 

BL21(DE3) hücre özütü SDS-PAGE yöntemi ile görüntülendi (ġekil 4.4). 

 

 

 

ġekil 4.4. Oto-indüksiyon besiyerinde ssADH ekspresyonu. 

M: Marker; 1: Ekspresyon pelleti; 2: Hücre özütü. 

 

  Elde edilen hücre özütü Ni-afinite kolona yüklendikten sonra elüsyonlardan 

alınan örnekler SDS-PAGE ile görüntülendi (ġekil 4.5). 

 

 

ġekil 4.5. ssADH saflaĢtırılması. 

M: Marker; 1: Ekspresyon pelleti; 2: Sonikasyon sonrası pellet; 3: Sonikasyon sonrası hücre özütü; 4: 

Hücre özütü kolon çıkıĢ; 5: Hücre özütü 400mM imidazol ile kolon çıkıĢ. 
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  SDS-PAGE görüntüsü ile kolondan herhangi bir protein alınmadığı 

anlaĢılmıĢtır. ssADH enziminin oto-indüksiyon besiyerinde uzun süre 30°C’de 

inkübe edildiği için (18 saat) çok fazla eksprese olduğu ve inklüzyon cisimciği olarak 

hücre tarafından inaktif forma dönüĢtüğü düĢünülmüĢtür. Bu yüzden IPTG 

indüklemesiyle sıcaklığı ve süreyi azaltarak ssADH enzimi eksprese edilmiĢtir. 

 

ssADH Enziminin IPTG İndüksiyonu ile Ekspresyonu- Kontrol grubu olarak 

pET14b vektörünü ve IPTG indüksiyon esnasında pADHss plazmidini içeren 

BL21(DE3)  bakteri kültürlerinden alınan örneklerde SDS-PAGE ile ssADH 

enziminin ekspresyonuna bakıldı (ġekil 4.6). 

 

ġekil 4.6. IPTG indüksiyon yöntemiyle ssADH enziminin ekspresyonu. 

M: Marker; 1: IPTG sonrası 3 saat kontrol; 2: IPTG sonrası 3 saat ssADH; 3: IPTG sonrası 4 saat 

kontrol; 4: IPTG sonrası 4 saat ssADH. 

 

  IPTG indüklemesiyle elde edilen pelletler, liziz edildikten sonra hem kontrol 

ve pADHss plazmidini taĢıyan BL21(DE3) hücre pelletlerinden hem de hücre 

özütlerinden alınan örnekler SDS-PAGE ile görüntülendi (ġekil 4.7).  
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ġekil 4.7. Liziz iĢleminden sonra ssADH ve kontrolün SDS-PAGE görüntüsü. 

M: Marker; 1: Sonikasyon sonrası kontrol pellet; 2: Sonikasyon sonrası ssADH pellet; 3: Kontrol 

hücre özütü; 4: ssADH hücre özütü. 

 

  IPTG indüklemesiyle elde edilen sonuç, oto-indüksiyon besiyeri ile elde edilen 

sonuçla aynıdır. ssADH enziminin inklüzyon cisimciği olarak eksprese olduğu 

anlaĢılmıĢtır. Ekspresyon için farklı besiyerleri denenmiĢtir. 

 

ssADH Enziminin Farklı Şartlarda Ekspresyonu- ssADH enzimi farklı sıcaklık, 

besiyeri ve suĢlarda ekspresyonu sonucu inklüzyon cisimciği olarak elde edilmiĢtir. 

Farklı tuz konsantrasyonlarında hazırlanan LB besiyerlerinde ssADH enzimi bu 

Ģartlar altında da inklüzyon cisimciği olarak eksprese olmuĢtur. 

 

ssADH Ekspresyonuna Isı Şokunun Etkisi- Isı Ģoku uygulanan pADHss plazmidini 

içeren BL21(DE3) hücre kültüründen alınan örnekler SDS-PAGE ile görüntülendi 

(ġekil 4.8). ssADH proteinin sonikasyon sonrasında pellette kaldığı in vivo doğru 

katlanma gerçekleĢmemiĢtir. 
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ġekil 4.8. Isı Ģokunun ssADH enzim ekspresyonuna etkisi. 

M: Marker; 1: IPTG öncesi; 2: IPTG sonrası 4 saat; 3: Sonikasyon sonrası pellet; 4: Hücre özütü. 

 

ssADH Ekspresyonuna Benzil Alkolün Etkisi- Sonikasyon sonrası kontrol grubu 

hücre özütü ve farklı konsantrasyonlarda benzil alkol ilave edilmiĢ pADHss 

plazmidini içeren BL21(DE3) pellet ve hücre özütü SDS-PAGE ile görüntülendi 

(ġekil 4.9 ve 4.10). 

 

ġekil 4.9. ssADH Ekspresyonuna Benzil Alkolün Etkisi (0-4mM). 

M: Marker; 1: Kontrol hücre özütü; 2: ssADH pellet 0 mM BA; 3: ssADH hücre özütü 0 mM BA; 4: 

ssADH pellet 2 mM BA; 5: ssADH hücre özütü 2 mM BA; 6: ssADH pellet 3 mM BA; 7: ssADH 

hücre özütü 3 mM BA; 8: ssADH pellet 4 mM BA; 9: ssADH hücre özütü 4 mM BA. 

 



 93 

 

 

ġekil 4.10. ssADH Ekspresyonuna Benzil Alkolün Etkisi (5-10mM). 

M: Marker; 1: Kontrol hücre özütü; 2: ssADH pellet 5 mM BA; 3: ssADH hücre özütü 5 mM BA; 4: 

ssADH pellet 6 mM BA; 5: ssADH hücre özütü 6 mM BA; 6: ssADH pellet 8 mM BA; 7: ssADH 

hücre özütü 8 mM BA; 8: ssADH pellet 10 mM BA; 9: ssADH hücre özütü 10 mM BA. 

 

  6,8 ve 10mM benzil alkolün ilave edildiği besiyerlerinde ssADH özütünde 

kontrol hücre özütünde olmayan bant gözlenmesi nedeniyle bu hücre özütleri 

birleĢtirilip konsantre edildi ve Ni-afinite kolona yüklendi. Ancak elüsyonlardan 

alınan örnekler SDS-PAGE ile görüntülendiğinde kolondan herhangi bir proteinin 

alınmadığı anlaĢıldı. 

 

ssADH Ekspresyonuna Betain Monohidrat Etkisi- Betain monohidrat ilave edilmiĢ 

kontrol grubu hücre özütü ve pADHss vektörünü içeren BL21(DE3) pellet ve hücre 

özütü SDS-PAGE ile görüntülendi (ġekil 4.11). 

 

ġekil 4.11. ssADH ekspresyonuna betain monohidratın etkisi. 

M: Marker; 1: IPTG öncesi kontrol; 2: IPTG öncesi ADHss; 3: IPTG sonrası 2 saat ADHss; 4: 

Sonikasyon sonrası ADHss pellet; 5: ADHss hücre özütü; 6: Hücre özütü kontrol. 
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  ssADH proteinin in vivo doğru katlanması betain monohidrat ile 

sağlanamamıĢtır. SDS-PAGE görüntüsüne göre ssADH inklüzyon cisimciği olarak 

eksprese olmuĢtur. 

 

Şaperon ve ssADH Koekspresyonu- Kontrol grubu olarak pET14b ve GroES ve 

GroEL genlerini taĢıyan pGro7 ile pADHss plazmidlerini içeren koekspresyon 

sistemine ait SDS-PAGE jel görüntüsü ġekil 4.12 ve 4.13’te verilmiĢtir.  

 

ġekil 4.12. ADHss ve Ģaperon koekspresyonu (IPTG sonrası 2. Saat alınan pellet). 

M: Marker; 1: Sonikasyon sonrası ADHss pellet; 2: ADHss hücre özütü; 3: Sonikasyon sonrası 

kontrol; 4: Hücre özütü kontrol. 

 

 

ġekil 4.13. ADHss ve Ģaperon koekspresyonu (IPTG sonrası 4. Saat alınan pellet). 

M: Marker; 1: Sonikasyon sonrası ADHss pellet; 2: ADHss hücre özütü; 3: Sonikasyon sonrası 

kontrol; 4: Hücre özütü kontrol. 

 

  ġaperon koekspresyonu ile ssADH in vivo doğru katlanma çalıĢması 

gerçekleĢmemiĢtir. SDS-PAGE görüntüsüne göre ssADH inklüzyon cisimciği olarak 

sonikasyon sonrası pellette kalmıĢtır. 
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ssADH Enziminin İnklüzyon Cisimciği Olarak Saflaştırılması- Üre ile çözünür hale 

getirilen ssADH proteini, üre gradient sonunda Ni-afinite kolondan 400mM imidazol 

elüsyonu ile alındı (ġekil 4.14). 

 

ġekil 4.14. ssADH enziminin saflaĢtırılması. 

M: Marker; 1: Sonikasyon sonrası pellet; 2: Hücre özütü; 3: Kolon çıkıĢ; 4 ve 5: 400mM imidazol ile 

kolon çıkıĢ. 

 

4.2.1.1. ssADH Enziminin in vitro Tekrar Katlanma ÇalıĢmaları 

 

Metot 1- Ni-afinite kolona yüklenen guanidin HCl ile çözünür hale getirilen ssADH 

proteini üre gradient uygulanarak kolondan alındı (ġekil 4.15).  

 

ġekil 4.15. ssADH in vitro tekrar katlanma iĢlemi. 

M: Marker; 1: Konsantre enzim; 2: Hücre özütü; 3: Sonikasyon sonrası pellet; 4: 6M guanidin HCl 

ile soluble fraksiyonun kolon çıkıĢı; 5: 5mM imidazol; 6: 20mM imidazol; 7: 100mM imidazol; 8: 

400mM imidazol ile kolon çıkıĢ. 
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Metot 2- Ni-afinite kolona yüklenen guanidin HCl ile çözünür hale getirilen ssADH 

proteini, üre gradient uygulanarak ve yapay Ģaperon olan β-siklodekstrin içeren in 

vitro tekrar katlanma tamponu ile yıkandıktan sonra 400mM imidazol ile kolondan 

alındı (ġekil 4.16). 

 

ġekil 4.16. ssADH in vitro tekrar katlanma iĢlemi. 

M: Marker; 1: Konsantre enzim; 2: Ekspresyon pelleti; 3: Sonikasyon sonrası pellet; 4: Hücre özütü; 

5: Hücre özütü kolon çıkıĢ; 6: Hücre özütü 400mM imidazol ile kolon çıkıĢ; 7: Üre gradient sonunda 

20mM imidazol; 8: 400mM imidazol ile kolon çıkıĢ. 

   

  Üre gradient uygulandıktan sonra β-siklodekstrin uygulaması ile deterjan 

uzaklaĢtırılması ve doğru katlanma sağlanması amaçlanmıĢtır. ssADH proteini 

kolondan saf olarak alındı. 

 

Metot 3- Guanidin HCl ile çözünür hale getirilen, aktif bölgesinde Zn
+2

 varlığı 

düĢünülerek Zn
+2

 ilave edilmiĢ Ni-afinite kolona yüklenen ssADH proteini 400mM 

imidazol ile kolondan saf olarak alındı (ġekil 4.17). 
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ġekil 4.17. ssADH in vitro tekrar katlanma iĢlemi. 

M: Marker; 1: Ekspresyon pelleti; 2: Sonikasyon sonrası hücre özütü; 3: Sonikasyon sonrası pellet; 4: 

400mM imidazol ile kolon çıkıĢ. 

 

MALDI-TOF ile Kütlenin Belirlenmesi- MALDI-TOF kütle spektrumuna göre 

ssADH enzimi 43914Da olarak belirlenmiĢtir (Ek 1.1). 

 

ssADH Aktivitesinin Belirlenmesi- 50mM fosfat tamponunda (pH 7) hazırlanan 

1mM K3[Fe(CN)6] 12.5µg ssADH ile 3 dakika inkübe edildi. Son konsantrasyonu 

1mM olacak Ģekilde kofaktör ilave edildi. Kofaktör olarak hem NADH hem de 

NADPH kullanıldı.  Reaksiyon 340nm’de takip edildi. Her iki kofaktör içinde 

herhangi bir azalma gözlenmedi. Herhangi bir ketona ve etanole karĢı da aktivite 

gözlenmedi. 

 

4.2.2. Bacillus thuringiensis Kaynaklı ADH Enzimi 

 

btADH Enziminin Ekspresyonu ve Saflaştırılması- Oto-indüksiyon besiyerinde 

büyütülen btADH genini taĢıyan pET14b plazmidini içeren BL21(DE3) hücrelerinde 

ekspresyon SDS-PAGE ile görüntülendi (ġekil 4.18). Liziz edilen BL21(DE3) 

hücrelerinden Ni-afinite kromotografisi ile saflaĢtırılan btADH enzimi SDS-PAGE 

ile görüntülendi. 200mM ve 400mM imidazol (pH 7.8) geçirilerek toplanan 

elüsyonlar konsantre edilerek PD-10 kolondan geçirildi ve 50mM fosfat tamponu 

(pH 7.5) ile tamponu değiĢtirildi. Aynı hacim gliserol eklenerek -20°C’de 

kullanılmak üzere saklandı. 



 98 

 

ġekil 4.18. Oto-indüksiyon ile btADH ekspresyonu ve saflaĢtırılması. 

M: Marker; 1: Konsantre btADH; 2: Pellet btADH in E.coli BL21(DE3); 3: Sonikasyon sonrası 

pellet; 4: Hücre özütü; 5: Kolon çıkıĢ; 6: 25mM imidazol ile kolon çıkıĢ; 7: 50mM imidazol ile kolon 

çıkıĢ; 8: 200mM imidazol ile kolon çıkıĢ; 9: 400mM imidazol ile kolon çıkıĢ. 

 

  1L oto-indüksiyon besiyerinden elde edilen btADH konsantrasyonu Bradford 

yöntemiyle 0.82mg/ml (100ml gliserol stok) olarak belirlenmiĢtir. 50mM fosfat 

tamponu (pH 7.5) içinde hazırlanan 0.5M izopropil alkol ile 25°C’de son 

konsantrasyonu 1mM olan NAD
+
 kullanılarak 340nm absorbans artıĢına bakılmıĢtır. 

Spesifik aktivitesi 1.8 U/mg olarak hesaplanmıĢtır. 
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BÖLÜM 5 

Candida methylica KAYNAKLI FDH ENZĠMĠNĠN 

KARAKTERĠZASYONU 

 

 

Gelecek, düzene konması gereken Şimdi’den başka bir şey değildir. Yapman gereken 

onu öngörmek değil, ona müsaade etmektir. 

 

Antoine de Saint Exupéry 
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5. C. methylica KAYNAKLI FDH ENZĠMĠNĠN 

KARAKTERĠZASYONU 

 

5.1. Materyal ve Metot 

 

5.1.1. Materyal 

 

  Maya ekstraktı, pepton, sodyum klorür, agar, glukoz, laktoz, gliserol, β-

merkaptoetanol, akrilamid, bis-akrillamid, hidroklorik asit, kalsiyum klorür dihidrat, 

tetrametiletilendiamin (TEMED), sodyum fosfat mono bazik ve imidazol Merck 

firmasından satın alındı. Tris(hidroksimetil)-aminometan Fluka firmasından satın 

alındı. Ampisilin (Ampisina) Mustafa Nevzat firmasından satın alındı. 

Fenilmetansülfonilflorit (PMSF), lizozim, sodyum dodesil sülfat, 

guanidinhidroklorür ve sodyum fosfat dibazik Sigma firmasından satın alındı. 

Magnezyum klorür hekzahidrat, Atabay Kimya firmasından satın alındı. Banlin 

electronik marka sonikatör, Biorad marka mikroplate okuyucu, Shimadzu marka Uv-

vis spektrofotometre kullanılmıĢtır. 

 

5.1.2. Metot 

 

cmFDH Plazmidinin Transformasyonu- 3µl cmFDH genini taĢıyan plazmid, Metot 

T’de belirtildiği gibi kompetent Rosetta(DE3) hücresine aktarıldı. 100 µg/ml 

ampisilin içeren LB/agar petrilerine cam boncuklar yardımıyla ekim yapıldı ve 

37°C’de gecelik inkübasyona bırakıldı. 

 

cmFDH Ekspresyonu ve Saflaştırılması- cmFDH genini taĢıyan plazmidi taĢıyan 

Rosetta(DE3) petrisinden alınan tek koloni, 5 ml’lik LB besiyerinde 180 rpm’de 

37°C’de gecelik inkübasyona bırakıldı. cmFDH plazmidini içeren gecelik Rosetta 

(DE3) kültüründen alınan 1 ml, 1L oto-indüksiyon besiyerini içeren (100 µg/ml 

ampisilin ihtiva eden) flaska aktarıldı. Gece boyu 30°C’de 180 rpm’de inkübe edildi. 
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Oto-indüksiyon besiyerinden elde edilen pellet 20mM Tris-HCl, 500mM NaCl ve 

5mM imidazol (pH 7.8) tamponu ile süspanse edildi. Lizozim ve PMSF eklendikten 

sonra yarım saat buzda inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda buz üzerinde 15 saniye 

sonikasyon 45 saniye soğutma iĢlemi 8 kez uygulandı ve santrifüjlenerek hücre özütü 

elde edildi. Hücre özütü Ni-affinite kolona yüklendi ve 20mM Tris-HCl, 200mM 

NaCl ve 25mM imidazol (pH 7.8)  ile yıkandı. Daha sonra 20mM Tris-HCl, 200mM 

NaCl, 50mM-400mM imidazol (pH 7.8) geçirilerek elüsyonlar toplandı. 

 

cmFDH Karakterizasyonu 

 

Kinetik Çalışmaları- 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.1) içinde 0.2M sodyum 

format ile 37°C’de son konsantrasyonu 1mM olacak Ģekilde NAD
+ 

ilavesi ile 

cmFDH aktivitesi 340nm’de ölçüldü. 5-300mM sodyum format konsantrasyonlarına 

karĢı cmFDH spesifik aktivite grafiği çizildi. Vmax, Km ve kcat değerleri hesaplandı. 

 

cmFDH Aktivitesine Sıcaklığın Etkisi- 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.1) 

içinde 0.2M sodyum format ile 20-70°C aralığında son konsantrasyonu 1mM olacak 

Ģekilde NAD
+ 

ilavesi ile cmFDH aktivitesi 340nm’de ölçüldü.  

 

cmFDH Aktivitesine pH’nın Etkisi- 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 6-10) içinde 

0.2M sodyum format ile 37°C aralığında son konsantrasyonu 1mM olacak Ģekilde 

NAD
+
 ilavesi ile cmFDH aktivitesi 340nm’de ölçüldü. 

 

Termal ve pH Kararlılığı- 20-70°C aralığında 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 

7.5) içinde cmFDH 1 saat inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda 50mM sodyum fosfat 

tamponu (pH 7.1) içinde 0.2M sodyum format ile 37°C aralığında son 

konsantrasyonu 1mM olacak Ģekilde NAD
+ 

ilavesi ile cmFDH aktivitesi 340nm’de 

ölçüldü. 50mM fosfat tamponu (pH 6-7.5) ve 50mM Tris-HCl tamponu (pH 8-10) 

içinde cmFDH 20°C’de yarım saat inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda 50mM 

sodyum fosfat tamponu (pH 7.1) içinde 0.2M sodyum format ile 37°C aralığında son 

konsantrasyonu 1mM olacak Ģekilde NAD
+ 

ilavesi ile cmFDH aktivitesi 340nm’de 

ölçüldü. 
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5.2. Sonuç 

 

cmFDH Ekspresyonu ve Saflaştırılması- Oto-indüksiyon besiyerinde büyütülen 

cmFDH genini taĢıyan plazmidi içeren Rosetta(DE3) hücrelerinde ekspresyonu ve 

liziz edilen Rosetta(DE3) hücrelerinden Ni-afinite kromotografisi ile saflaĢtırılan 

cmFDH enzimi SDS-PAGE ile görüntülendi (ġekil 5.1). 

 

ġekil 5.1. Oto-indüksiyon ile cmFDH ekspresyonu ve saflaĢtırılması. 

M: Marker; 1: Pellet cmFDH in Rosetta(DE3); 2: Sonikasyon sonrası pellet; 3: Hücre özütü;  4: 

Kolon çıkıĢ; 5: 25mM imidazol; 6: 50mM imidazol; 7: 100mM imidazol; 8: 200mM imidazol; 9: 

400mM imidazol ile kolon çıkıĢ. 

 

  1L oto-indüksiyon besiyerinden elde edilen cmFDH konsantrasyonu Bradford 

yöntemiyle 0.6mg/ml (100ml gliserol stok) olarak belirlenmiĢtir.  

 

cmFDH Karakterizasyonu 

 

Kinetik Çalışmaları- 5-300mM sodyum format konsantrasyonlarına karĢı cmFDH 

spesifik aktivite grafiği çizildi. ġekil 5.2’de verilen Michaelis-Menten grafiğine göre 

Vmax, Km ve kcat değerleri hesaplandı (Çizelge 5.1). 

 

Çizelge 5.1. cmFDH kinetik parametreleri. 

Vmax (U/mg) Km (mM) kcat (s
-1

) kcat/Km (M
-1

.s
-1

) 

3.8 21.9 0.02 0.87 
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ġekil 5.2. cmFDH Michaelis-Menten grafiği. 

 

cmFDH Aktivitesine Sıcaklığın ve pH’nın Etkisi- cmFDH sıcaklık profili ġekil 

5.3’te verilmiĢtir. cmFDH pH profili de ġekil 5.4’te verilmiĢtir. Optimum sıcaklığı 

55°C ve optimum pH değeri 8 olarak belirlenmiĢtir. 

20 30 40 50 60 70

0

2

4

6

8

10

12

S
p

e
si

fi
k

 A
k

ti
v

it
e
 (

U
/m

g
)

SICAKLIK (°C)

 

 

 

ġekil 5.3. cmFDH aktivitesine sıcaklığın etkisi. 
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ġekil 5.4. cmFDH aktivitesine pH’nın etkisi. 

 

Termal ve pH Kararlılığı- cmFDH termal stabilite ġekil 5.5’te verilmiĢtir. cmFDH 

pH kararlılığı da ġekil 5.6’da verilmiĢtir. cmFDH enzimi 55°C’de 1saat beklemesine 

rağmen aktivitesinin yalnızca %20’sini kaybetmiĢtir. 60°C’den sonra aktivitede ani 

düĢüĢ gözlenmiĢ ve 65-70°C’de aktivite gözlenmemiĢtir. 
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ġekil 5.5. cmFDH termal kararlılığı. 
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  pH kararlılık grafiğine cmFDH enzimi geniĢ bir pH aralığında aktivitesini 

korumaktadır. pH 6-10 aralığında enzim bekletildikten sonra tüm pH değerleri için 

geçerli olacak Ģekilde aktivitesinin sadece %10’unu kaybetmiĢtir. 
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ġekil 5.6. cmFDH pH kararlılığı. 
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BÖLÜM 6 

MANYETĠK NANOPARTĠKÜL-ENZĠM 

KONJUGE SĠSTEMLERĠ 

 

 

Dans eden bir yıldız doğurmak isteyen,   

önce kendi içinde büyük taşkınlıklar ve kaos yaşamak zorundadır. 

 

Friedrich Wilhelm Nietzsche 
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6. MANYETĠK NANOPARTĠKÜL-ENZĠM 

KONJUGE SĠSTEMLERĠ 

 

6.1. Materyal ve Metot 

 

6.1.1. Materyal 

 

  Sodyum klorür, gliserol, hidroklorik asit ve sodyum fosfat mono bazik Merck 

firmasından satın alındı. Glutaraldehit, Tris(hidroksimetil)-aminometan, glisin ve N-(3-

dimetilaminopropil)-N-etilkarbodiimid Merck firmasından satın alındı. Bovine serum 

albumin Fluka, lizozim Sigma firmasından satın alındı.  

  Candida methylica format dehidrogenaz genini taĢıyan plazmidi ve Bacillus 

subtilis’den okzalat dekarboksilaz genini taĢıyan pET32a plazmidi Doç. Dr. Ayhan 

ÇELĠK tarafından sağlanmıĢtır. 

 

6.1.2. Metot 

 

6.1.2.1. Katekol Modifiye Manyetik Nanopartiküllere Protein Ġmmobilizasyonu 

   

  Her enzim için geliĢtirilen metot aynıdır. Sadece her enzim için çalıĢma tamponu 

farklıdır. Modifiye nanopartiküllere immobilizasyon Ģeması Ek 1.2 ve 1.3’te 

gösterilmiĢtir. 

 

Dopamin Modifiye Manyetik Nanopartiküllere Protein İmmobilizasyonu- Dopamin ile 

modifiye nanopartikül sentezlerinden Metot 3 ile elde edilen dopamin bağlı 4mg 

manyetik nanopartikül (MN-DOP-MT3), 50µl %25 glutaraldehit çözeltisi ve 5ml 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 çöktürülen nanopartiküller 50mM sodyum 

fosfat tamponu (pH 7) ile 2 kere yıkandı. Nanopartiküllere kullanılacak enzim ve uygun 

tampon eklenerek +4°C’de immobilizasyona bırakıldı. Yarım saat sonra konsantrasyonu 

0.5M olacak Ģekilde glisin eklendi ve 1.5 saat +4°C’de immobilizasyona devam edildi. 

Süre sonunda uygun tampon ile yıkanan immobilizasyon sistemi kullanılmak üzere 

+4°C’de saklandı. 

Kafeik Asit ile Modifiye Manyetik Nanopartiküllere Protein İmmobilizasyonu- Kafeik 

asit ile modifiye nanopartikül sentezinde Metot 1 ile elde edilen kafeik asit bağlı 4mg 

manyetik nanopartikül (MN-CAF-MT1), 5ml 50mM sodyum fosfat (pH 6.3) tamponu 

içinde 20mg EDC ile 25°C’de 15 dakika sonike edildi.  Sonikasyon sonunda 5000 

rpm’de 5 dakika çöktürülen nanopartiküller 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) ile 2 

kere yıkandı. Nanopartiküllere kullanılacak enzim ve uygun tampon eklenerek +4°C’de 

gece boyu immobilize edildi. Yarım saat sonra konsantrasyonu 0.5M olacak Ģekilde 

glisin eklendi ve 1.5 saat +4°C’de immobilizasyona devam edildi. Süre sonunda uygun 

tampon ile yıkanan immobilizasyon sistemi kullanılmak üzere +4°C’de saklandı. 

6.1.2.2. Modifiye OlmamıĢ Manyetik Nanopartiküllere Protein Ġmmobilizasyonu 

Glutaraldehit ile Protein İmmobilizasyonu- Modifiye olmamıĢ nanopartikül sentezinde 

kullanılan Metot 2 ile elde edilen 4mg modifiye edilmemiĢ manyetik nanopartikül (MN-

NH2) 50µl %25 GA çözeltisi ve 5ml 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) 0.2M NaCl 

ile 10 dakika buzda sonike edildi. Sonikasyon sonunda 5000 rpm’de 5 dakika çöktürülen 

nanopartiküller 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) ile 2 kere yıkandı. 

Nanopartiküllere kullanılacak enzim ve uygun tampon eklenerek +4°C’de 

immobilizasyona bırakıldı. Yarım saat sonra 0.5M olacak Ģekilde glisin eklendi ve 1.5 

saat +4°C’de immobilizasyona devam edildi. Süre uygun tampon ile yıkanan 

immobilizasyon sistemi kullanılmak üzere +4°C’de saklandı. 
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Karbodiimid Aktivasyonu ile Protein İmmobilizasyonu- Nanopartikül sentezinde 

kullanılan Metot 1 ile elde edilen 4mg modifiye edilmemiĢ manyetik nanopartikül (MN-

OH) 2ml 50mM sodyum fosfat (pH 6.3) tamponu içinde 20mg EDC ile oda sıcaklığında 

15 dakika sonike edildi.  Sonikasyon sonunda 5000 rpm’de 5 dakika çöktürülen 

nanopartiküller 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) ile 2 kere yıkandı. 

Nanopartiküllere kullanılacak enzim ve uygun tampon eklenerek +4°C’de 

immobilizasyona bırakıldı. Yarım saat sonra konsantrasyonu 0.5M olacak Ģekilde glisin 

eklendi ve 1.5 saat +4°C’de immobilizasyona devam edildi. Süre uygun tampon ile 

yıkanan immobilizasyon sistemi kullanılmak üzere +4°C’de saklandı. 

6.1.2.3. Ġmmobilize cmFDH ÇalıĢmaları 

Bağlanma Kapasitesi- MN-DOP-MT3, MN-CAF-MT1, MN-NH2 ve MN-OH 

nanopartiküllerine 0.5mg cmFDH, 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.5) 0.2M NaCl 

içinde gece boyu +4°C’de immobilize edildi. Gece boyu inkübasyondan sonra süzüntüde 

protein miktarı hem Bradford yöntemi ile hem de UV-vis spektrofometre ile 280nm’de 

absorbans değeri ölçüldü. 

İmmobilize Enzim Miktarının Belirlenmesi- MN-NH2 ve MN-OH partiküllerine genel 

metot ile 0.15mg cmFDH immobilize edildi. Ġmmobilize cmFDH miktarı BCA metodu 

ile belirlendi (Smith, Krohn et al. 1985). Bu metotta kullanılan reaktifler Ek 2’de 

verilmiĢtir.  

Doyurma İşlemi 

Metot 1. MN-DOP-MT3 ve MN-NH2 partiküllerine 0.15mg cmFDH ve 50mM fosfat 

tamponu (pH 7.5) 0.2M NaCl tamponu ilave edildi. +4°C’de immobilizasyona bırakıldı. 

Yarım saat sonra son konsantrasyonu 0.5M olacak Ģekilde glisin eklendi ve 1.5 saat 

+4°C’de inkübe edildi. Yıkanan nanopartiküller 50mM sodyum fosfat tamponu (pH7.5) 

içinde +4°C’de aktivitesine bakılmak üzere saklandı. 
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Metot 2. MN-DOP-MT3 ve MN-NH2 partiküllerine 0.15mg cmFDH ve 50mM sodyum 

fosfat tamponu (pH 7.5) 0.2M NaCl tamponu ilave edildi. +4°C’de immobilizasyona 

bırakıldı. Yarım saat sonra 4500rpm’de nanopartiküller santrifüjlendi ve 2ml %2 

etilendiamin çözeltisi (pH 8.5) eklendi ve 1.5 saat +4°C’de immobilizasyona bırakıldı. 

Yıkanan nanopartiküller 50mM sodyum fosfat tamponu (pH7.5) içinde +4°C’de 

aktivitesine bakılmak üzere saklandı. 

Aktivitesinin Belirlenmesi- Nanopartiküllere immobilize cmFDH, 50mM sodyum fosfat 

tamponu (pH 7.1) içinde 200mM sodyum format ve 5mM NAD
+
 ile 37°C’de reaksiyona 

sokuldu. Reaksiyon sonunda nanopartiküller 4500rpm’de santrifüjlendi. Süzüntünün 

340nm’de absorbans değeri belirlendi. 

Enzim Miktarının Aktivite Verimine Etkisi- MN-NH2 ve MN-OH partiküllerine 0.05-

0.4mg aralığındaki miktarlarda cmFDH genel metot ile immobilize edildi. 

Ġmmobilizasyon sonunda yıkanan nanopartiküller 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 

7.1) içinde 200mM sodyum format ve 5mM NAD
+
 ile 37°C’de reaksiyona sokuldu. 

Reaksiyon sonunda 4500rpm’de santrifüjlendi. Süzüntünün 340nm’de absorbans değeri 

ölçüldü. 

Kinetik Parametrelerin Belirlenmesi- MN-DOP-MT3 ve MN-NH2 partiküllerine 

0.15mg cmFDH ve 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.5) 0.2M NaCl tamponu ilave 

edildi. Genel immobilizasyon metodu uygulandı. Yıkanan nanopartiküllerle 50mM 

sodyum fosfat tamponu (pH 7.1) 5-300mM sodyum format konsantrasyonlarına karĢı 

cmFDH spesifik aktivite grafiği çizildi. Vmax, Km ve kcat değerleri hesaplandı. 

Tekrarlı Kullanım Kararlılığı- MN-DOP-MT3 ve MN-NH2 partiküllerine 0.15mg 

cmFDH ve 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.5) 0.2M NaCl tamponu ilave edildi. 

Genel immobilizasyon metodu uygulandı. Ġmmobilizasyon sonunda yıkanan 

nanopartiküllerle aktivite ölçüldü. Reaksiyon iĢlemi üst üste 10 kez tekrarlandı. 
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Saklama Tamponu Optimizasyonu- MN-NH2 partiküllerine genel metot uygulanarak 

0.15mg cmFDH immobilize edildi. Ġmmobilize cmFDH, 0.1mg BSA, 0.1mg cmFDH ve 

%25 gliserol içeren 50mM fosfat tamponu (pH 7.5) içinde +4°C’de saklandı. Gün 

aktiviteleri ölçüldü. 

 

Saklama Kararlılığı- Katekol modifiye MN-DOP-MT3, MN-DOP-MT4, MN-CAF-

MT1, MN-CAF-MT2 ve modifiye edilmemiĢ nanopartiküllere MN-NH2, MN-OH 

partiküllerine genel metot ile 0.15mg cmFDH immobilize edildi. Gün aktiviteleri 

ölçüldü. Ġmmobilizasyon sistemleri %25 gliserol içeren 50mM sodyum fosfat tamponu 

(pH 7.5) içinde +4°C’de saklandı. 

 

Sıcaklık Etkisi- MN-DOP-MT3 ve MN-NH2 partiküllerine genel metot ile 0.15mg 

cmFDH immobilize edildi. 20-70°C aralığındaki sıcaklıklarda yıkanan nanopartiküller 

50mM fosfat tamponu (pH 7.1) içinde 200mM sodyum format ve 5mM NAD
+
 ile 

reaksiyona sokuldu. Reaksiyon sonunda 4500rpm’de santrifüjlendi. Süzüntünün 

340nm’de absorbans değeri ölçüldü. 

 

pH Etkisi- MN-DOP-MT3 ve MN-NH2 partiküllerine genel metot ile 0.15mg cmFDH 

immobilize edildi. Yıkanan nanopartiküller pH 6-10 aralığındaki tamponların içinde 

200mM sodyum format ve 5mM NAD
+
 ile 37°C’de reaksiyona sokuldu. Reaksiyon 

sonunda 4500rpm’de santrifüjlendi. Süzüntünün 340nm’de absorbans değeri ölçüldü. 

 

Termal Kararlılık- MN-DOP-MT3 ve MN-NH2 partiküllerine genel metot ile 0.15mg 

cmFDH immobilize edildi. 20-70°C aralığındaki sıcaklıklarda 50mM fosfat tamponu 

(pH 7.5) içinde immobilize sistemler 1 saat inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda 

nanopartiküller 4500rpm’de santrifüjlendi. Yıkanan nanopartiküller ile aktivite ölçüldü. 

 

pH Kararlılık- MN-DOP-MT3 ve MN-NH2 partiküllerine genel metot ile 0.15mg 

cmFDH immobilize edildi. Yıkanan nanopartiküller pH 6-10 aralığındaki tamponların 

içinde yarım saat 20°C’de inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda yıkanan nanopartiküllerle 

aktivite ölçüldü. 



 112 

6.1.2.4. Ġmmobilize btADH ÇalıĢmaları 

 

  btADH enzimi hem modifiye hem de modifiye edilmemiĢ nanopartiküllere 

immobilize edildi. Bağlanma kapasitesi iki immobilizasyon sistemi için belirlendi. 

Ġmmobilizasyon sonunda yıkanan nanopartiküller 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 

7.5) içinde 500mM izopropil alkol ve 5mM NAD
+
 ile 25°C’de reaksiyona sokuldu. 

Reaksiyon sonunda 4500rpm’de santrifüjlendi. Süzüntünün 340nm’de absorbansı 

ölçüldü ve aktivite verimi hesaplandı. Tekrarlı kullanım ve saklama kararlılığı belirlendi. 

 

6.1.2.5. Okzalat Dekaboksilaz Enziminin Ġmmobilizasyon ÇalıĢmaları 

 

Okzalat Dekaboksilaz Enziminin Ekspresyonu ve Saflaştırılması 

 

IPTG İndüksiyonu ile Ekspresyonu ve Saflaştırılması- 3 µL okzalat dekarboksilaz 

(OXDC) genini taĢıyan pET32a plazmidi Metot K’da belirtildiği gibi hazırlanan 

kompetent E.coli BL21(DE3) ekspresyon suĢuna Metot T’deki gibi transfer edildi. 100 

µg/ml ampisilin içeren LB/agar petrilerine cam boncuklar yardımıyla ekim yapıldı ve 

37°C’de gecelik inkübasyona bırakıldı.  

   OXDC genini taĢıyan pET32a plazmidi taĢıyan E.coli BL21(DE3) petrisinden 

alınan tek koloni, 100 µg/ml ampisilin içeren 5 ml’lik LB besiyerinde 180 rpm’de 

37°C’de gecelik inkübasyona bırakıldı. OXDC genini taĢıyan pET32a plazmidini içeren 

gecelik E.coli BL21(DE3) kültüründen alınan 0.5 ml, 100 ml LB besiyeri içeren (100 

µg/ml ampisilin ihtiva eden) flaska aktarıldı. OD600 değeri 0.3 olana dek 37°C 180 

rpm’de hücreler büyütüldü. 42°C’de 5 dakika inkübe edildikten sonra ve 5mM olacak 

Ģekilde MnCl2 ve 0.04mM olacak Ģekilde IPTG eklenerek 30°C’de 4 saat inkübe edildi. 

Ġnkübasyon sonunda flasktaki bakteri kültürü, 50 ml’lik falkon tüpe aktarılarak 4°C’de 

santrifüjlendi. 

   IPTG indüksiyonu ile elde edilen pellet 20mM Tris-HCl, 500mM NaCl ve 5mM 

imidazol (pH 7.8) tamponu ile süspanse edildi. Lizozim ve PMSF eklendikten sonra 

yarım saat buzda inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda buz üzerinde 15 saniye sonikasyon 
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45 saniye soğutma iĢlemi 6 kez uygulandı ve santrifüjlenerek hücre özütü elde edildi. 

Hücre özütü Ni-affinite kolona yüklendi ve 20mM Tris-HCl, 200mM NaCl ve 25mM 

imidazol (pH 7.8) ile yıkandı. Daha sonra 20mM Tris-HCl, 200mM NaCl, 100mM, 

200mM ve 400mM imidazol (pH 7.8) geçirilerek elüsyonlar toplandı. 

 

Oto-İndüksiyon ile Ekspresyonu ve Saflaştırılması- OXDC plazmitini içeren gecelik 

E.coli BL21(DE3) kültüründen alınan 1 ml, 1L studier besiyeri içeren (100 µg/ml 

ampisilin ve 5mM olacak Ģekilde MnCl2 ihtiva eden) flaska aktarıldı. Gece boyu 

30
o
C’de 180 rpm’de inkübe edildi. 

   Oto-indüksiyon besiyerinden elde edilen pellet 20mM Tris-HCl, 500mM NaCl ve 

5mM imidazol (pH 7.8) tamponu ile süspanse edildi. Lizozim ve PMSF eklendikten 

sonra yarım saat buzda inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda buz üzerinde 15 saniye 

sonikasyon 45 saniye soğutma iĢlemi 6 kez uygulandı ve santrifüjlenerek hücre özütü 

elde edildi. Hücre özütü Ni-affinite kolona yüklendi ve 20mM Tris-HCl, 200mM NaCl 

ve 25mM imidazol (pH 7.8) ile yıkandı. Daha sonra 20mM Tris-HCl, 200mM NaCl, 

100mM, 200mM ve 400mM imidazol (pH 7.8) geçirilerek elüsyonlar toplandı. 

 

Bağlanma Kapasitesi- Bu deney cmFDH enziminde belirtildiği gibi gerçekleĢtirildi. 

 

Aktivitesinin Belirlenmesi- MN-DOP ve MN-CAF ile MN-NH2 ve MN-OH 

nanopartiküllerine genel metot ile 0.15mg OXDC immobilize edildi. Ġmmobilizasyon 

sonunda nanopartiküllerle aktivite bakıldı. 2ml 50mM sodyum fosfat tamponu (pH 6) 

içinde 0.2M potasyum okzalat ile nanopartiküller 25°C’de 40 dakika 140rpm’de inkübe 

edildi. Süre sonunda nanopartiküller 4500rpm’de santrifüjlendi. Süzüntü alındı ve 

doygun Na2HPO4 çözeltisi ile pH değeri 7’ye getirildi. OXDC reaksiyonu cmFDH 

enzimi ile 37°C’de 1 dakika inkübe edildi ve NAD
+
 ilavesi ile reaksiyon 340nm’de 2 

dakika takip edildi. Aynı cmFDH miktarı ile aynı Ģartlarda 0-10mM sodyum format ile 

kalibrasyon grafiği elde edildi. 
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6.1.2.6. btADH ve cmFDH Koimmobilizasyonu 

 

  MN-DOP-MT3 ve MN-NH2 partiküllerine 0.1mg btADH ve 0.05mg cmFDH 

50mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.5) 0.2M NaCl tamponu içinde genel 

immobilizasyon metodu uygulanarak bağlandı. 

 

Aktivite Belirlenmesi ve Ürün Analizi- Ġmmobilizasyon sistemleri 100mM benzaldehit, 

200mM sodyum format içeren 50mM fosfat tamponu (pH 7.5) içinde süspanse edildi. 

Son konsantrasyonda 10mM olacak Ģekilde NAD
+
 ilavesiyle reaksiyon baĢlatıldı. 

27°C’de 140rpm’de çalkalandı. Alınan örneğe anı hacimde metanol eklendi. -74°C’de 

yarım saat bekletilen örnek 13000rpm’de 5dk santrifüjlendi. Süpernatant HPLC analizi 

için kullanılmak üzere +4°C’de saklandı. Ürün analizi HPLC ile yapıldı. Mobil faz 

olarak asetonitril:0.05M K2HPO4:trietilamin (22:100:0.15) ve kolon olarak C8 kolonu 

kullanıldı. AkıĢ hızı 0.8ml/dk olarak ayarlandı. Analiz süresi 30 dakikadır. Kolon 

sıcaklığı 25°C’dir. Analiz 254nm’de takip edildi. Serbest enzimler içinde aynı reaksiyon 

Ģartları kullanılmıĢtır. 

 

6.1.2.7. OXDC ve cmFDH Koimmobilizasyonu 

 

 MN-DOP-MT3 ve MN-NH2 partiküllerine 0.25mg OXDC ve 0.05mg cmFDH 

50mM fosfat tamponu (pH 7.5) 0.2M NaCl tamponu içinde genel immobilizasyon 

metodu uygulanarak bağlandı. 

 

Aktivite Belirlenmesi- Ġmmobilizasyon sistemleri 50mM fosfat tamponu (pH 6) ile 

süspanse edildi. Konsantrasyonu 50mM olacak Ģekilde potasyum okzalat ilavesinden 

sonra son konsantrasyonu 3mM olacak Ģekilde NAD
+
 ilavesi ile 30°C’de 140rpm’de 

inkübe edildi. Saat baĢı örnek alınıp 340nm’de absorbans değeri ölçüldü. 
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6.2. Sonuç 

 

6.2.1. Manyetik Nanopartiküllere Enzim Bağlanma Özgüllüğü 

 

  Proteinin manyetik nanopartiküle bağlanmasının proteinin molekül ağırlığı ile 

doğru orantılı olup olmadığını belirlemek için farklı enzimler MN-DOP ve MN-NH2 

sistemlerine immobilize edilmiĢtir. Ayrıca kullanılan bağlanmanın proteine bağlı olup 

olmadığı belirlenmiĢtir. Hem MN-DOP hem de MN-NH2 nanopartiküllerine BSA, 

cmFDH, ssNTR ve lizozim immobilize edilmiĢtir. BSA immobilizasyonu esnasında 

50mM Tris-HCl (pH 8) 0.2M NaCl, ssNTR immobilizasyonunda 50mM fosfat tamponu 

(pH 7.8) 0.2M NaCl, lizozim immobilizasyonunda 50mM Tris-HCl tamponu (pH 8) 

0.2M NaCl kullanılmıĢtır. Proteinler eklendikten sonra +4°C’de gece boyu 

immobilizasyona bırakılmıĢtır. Süzüntüde kalan ve yıkama tamponlarında protein 

miktarları Bradford yöntemi ile belirlendi. Çizelge 6.1’de bağlanma miktarları 

verilmiĢtir. Yıkama tamponlarında protein belirlenememiĢtir. Bradford metodunun 

hassasiyeti göz önünde bulundurularak yıkama tamponlarında cmFDH aktivitesi 

bakılmıĢ ve aktivite gözlenmemiĢtir. 

 

Çizelge 6.1. Bağlanma özgüllüğü. 

Ġmmobilize Sistem 
Molekül Ağırlığı (kDa) 

Bağlanan Protein (mg) 

Fe3O4-DOP-GA-BSA 

66,2 

0,07±0,004 

Fe3O4-GA-BSA 0,12±0,01 

Fe3O4-DOP-GA-cmFDH  

42,5 

0,21±0,01 

Fe3O4-GA-cmFDH  0,27±0,02 

Fe3O4-DOP-GA-ssNTR  

25 

0,32±0,01 

Fe3O4-GA-ssNTR  0,4±0,004 

Fe3O4-DOP-GA-Lizozim  

14,3 

0,37±0,01 

Fe3O4-GA-Lizozim  0,4±0,004 
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  ġekil 6.1’e göre enzim molekül ağırlığı arttıkça bağlanma kapasitesi azalmaktadır. 

Ancak her enzimin bağlanma olasılığı mevcuttur. Enzime özgül bağlanma söz konusu 

değildir. Her protein için MN-NH2 bağlanma, MN-DOP nanopartiküllere göre biraz 

daha fazladır. Çünkü yüzeyde –NH2 grupları az olmasına rağmen MN-DOP 

nanopartiküllere nazaran direk bağlanma daha fazla olabilir. 
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ġekil 6.1. Bağlanma özgüllüğü. 

 

6.2.2. Ġmmobilize cmFDH ÇalıĢmaları 

 

Karakterizasyon- MN-DOP-MT3 ve MN-NH2 nanopartiküllerine immobilize cmFDH 

SEM görüntüleri ġekil 6.2 ve 6.3’te verilmiĢtir. 
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ġekil 6.2. Fe3O4-DOP-GA-cmFDH SEM görüntüleri. 

 

      

ġekil 6.3. Fe3O4-GA-cmFDH SEM görüntüleri. 

  

  MN-DOP-MT3 nanopartiküllerine immobilize cmFDH için oda sıcaklığında elde 

edilen mıknatıslanma eğrisi ġekil 6.4’te verilmiĢtir. Ms değeri 50.2 emu/g, Mr değeri 

1.05 emu/g ve Hc değeri 12.6 Oe’dir. ġekil 6.5’te belirtilen Hc değerine göre 0 Oe 

değerine yakın olduğu için bu eğri nanopartiküllerin süperparamanyetik özellik 

taĢıdığını ve nanoboyutta olduğunu belirtmektedir. 
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ġekil 6.4. Fe3O4-DOP-GA-cmFDH histeresis eğrisi. 
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ġekil 6.5. Fe3O4-DOP-GA-cmFDH histeresis eğrisinde Hc ve Mr değerleri. 

 

  MN-DOP-MT3 ve MN-NH2 nanopartiküllerine immobilize cmFDH sistemlerine 

ait TGA eğrileri ġekil 6.6 ve 6.7’dedir. Fe3O4-DOP-GA-cmFDH TGA eğrisindeki 

150°C’ye kadar olan ilk %5’lik kütle kaybı absorbe olan su yüzünden olabilir. 550°C’ye 

kadar olan ikinci kütle kaybı %7’dir. Bu kayıp yüzeye bağlı enzimden ve 

glutaraldehitten kaynaklı olabilir. En son kütle kaybı dopaminden kaynaklı olabilir. Geri 
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kalan %86’lık kütle demir okside aittir. Elde edilen TGA eğrisi, MN-DOP-MT3 TGA 

eğrisinden farklıdır. Bu durum yüzeyde farklı bağlanmaların olduğunu göstermektedir.  
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ġekil 6.6. Fe3O4-DOP-GA-cmFDH TGA eğrisi. 

 

  Fe3O4-GA-cmFDH TGA eğrisinde ise ilk kütle kaybı 150°C’ye kadar %2’dir. 

Buda yüzeydeki sudan kaynaklanabilir. 550°C’ye kadar olan ikinci kütle kaybı %8’dir. 

Bu enzim ile glutaraldehidin kütle kaybı olabilir. Geri kalan yaklaĢık %90’lık kütle 

demir okside aittir. 

  

100 200 300 400 500 600 700

86

88

90

92

94

96

98

100

102

%89.2

%
 K

A
L

A
N

 K
Ü

T
L

E

SICAKLIK (°C)

% 98.8

% 90.4

 

 

 

ġekil 6.7. Fe3O4-GA-cmFDH TGA eğrisi. 
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  Fe3O4-DOP-GA-cmFDH, MN-DOP-MT3 ve MN-OH sistemlerinin toplam 

histeresis eğrisi Ek 1.4’te verilmiĢtir. Eğrilerden en yüksek doygun mıknatıslanma 

değerinin immobilize sisteme ait olduğu görülmektedir. Ms değerlerindeki artıĢ, yüzeye 

bağlanmalar gerçekleĢtikçe boyutun arttığını göstermektedir. Ancak MN-DOP-MT3 

sisteminde Hc değeri (16.1Oe) Fe3O4-DOP-GA-cmFDH sisteminden daha fazladır. Oe 

değeri sıfıra yaklaĢtıkça boyutun küçük olduğu ve süperparamanyetik özellikte 

nanopartiküllerin var olduğu bildirilmiĢtir. MN-DOP-MT3 partikülleri arası etkileĢimler 

ve agregat oluĢturmuĢ olmaları Hc değerini arttırmıĢ olabilir. Ġmmobilizasyonla 

nanopartiküllerin süspanse olma eğilimi daha fazla olabileceğinden Hc değeri düĢük 

olabilir. 

  

  MN-CAF-MT1 partiküllerine immobilize cmFDH için oda sıcaklığında elde edilen 

mıknatıslanma eğrisi ġekil 6.8’de verilmiĢtir. Ms değeri 46.12 emu/g, Mr değeri 0.73 

emu/g ve Hc değeri 11.7 Oe’dir. ġekil 6.9’da belirtilen Hc değerine göre 0 Oe değerine 

yakın olduğu için bu eğri nanopartiküllerin süperparamanyetik özellik taĢıdığını ve 

nanoboyutta olduğunu belirtmektedir. 
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ġekil 6.8. Fe3O4-CAF-cmFDH histeresis eğrisi. 
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ġekil 6.9. Fe3O4-CAF-cmFDH histeresis eğrisinde Hc ve Mr değerleri. 

 

  Fe3O4-CAF-cmFDH, MN-CAF-MT1 ve MN-OH sistemlerinin toplam histeresis 

eğrisi Ek 1.5’te verilmiĢtir. Eğrilerden en yüksek Ms değerinin immobilize sisteme ait 

olduğu görülmektedir. Ancak üç sisteminde Ms değeri birbirine yakındır. Oe 

değerlerinin sıfıra yakın olması süperparamanyetik karakterli olduklarını göstermektedir. 

Az da olsa Ms değerlerindeki artıĢ, yüzeye bağlanmalar gerçekleĢtikçe boyutun arttığını 

göstermektedir. Ek 1.6’da tüm sistemlerin Ms değerlerinin grafiği mevcuttur. 

 

Bağlanma Kapasitesi- Hem MN-DOP ve MN-CAF hem de MN-OH ve MN-NH2 

nanopartiküllerine aĢırı miktarda cmFDH enzimi immobilize edildiğinde 

immobilizasyon sonunda süzüntüde kalan ve yıkama tamponunda protein miktarı hem 

Bradford yöntemi hem de UV-vis spektrofometre ile 280nm’de absorbans değeri ölçüldü 

(ε=51450 M
-1

cm
-1

). Yıkama tamponlarında protein belirlenememiĢtir. Bradford 

metodunun hassasiyeti göz önünde bulundurularak yıkama tamponlarında cmFDH 

aktivitesi gözlenmemiĢtir. 
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Çizelge 6.2. Ġmmobilizasyon sistemlerinde cmFDH bağlanma kapasitesi. 

Yöntem Ġmmobilize Sistem Bağlanan cmFDH (mg) 

Bradford 

Fe3O4-DOP-GA-cmFDH 0,211±0,01 

Fe3O4-GA-cmFDH 0,269±0,02 

Fe3O4-CAF-cmFDH 0,114±0,01 

Fe3O4-cmFDH 0,269±0,1 

Abs280 

Fe3O4-DOP-GA-cmFDH 0,228±0,01 

Fe3O4-GA-cmFDH 0,285±0,02 

Fe3O4-CAF-cmFDH 0,116±0,02 

Fe3O4-cmFDH 0,332±0,1 

  

  Çizelge 6.2’de belirtildiği gibi Fe3O4-DOP-GA-cmFDH ve Fe3O4-GA-cmFDH 

immobilizasyon sistemlerinde bağlanan protein miktarı birbirine yakındır. Bunun nedeni 

MN-OH nanopartiküllerinin yüzeyindeki –OH gruplarıyla dopamin bağ yapar. Ġlave –

NH2 grupları sağlayan MN-DOP partiküllerindeki GA ile bağ yapacak grup sayısı, MN-

NH2 yüzey –NH2 grup sayısına yakın olabilir. 

  Ancak Fe3O4-CAF-cmFDH ve Fe3O4-cmFDH sistemlerinde durum farklıdır. MN-

OH partiküllere direk bağlanma –OH gruplarından gerçekleĢir. Yüzeyde de sadece –OH 

grupları olduğu için daha fazla enzim bağlanır. Ancak MN-CAF nanopartiküllerde 

yüzeyde daha az karboksil grubu mevcuttur ve direk yüzeydeki –OH gruplarının da CAF 

ile perdelendiği düĢünülürse daha az enzim bağlanması olasıdır. 

 

İmmobilize Enzim Miktarının Belirlenmesi- 0.01-0.2mg BSA standartları ile elde 

edilen standart eğrisi ġekil 6.10’da verilmiĢtir. 
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ġekil 6.10. BSA standart eğrisi. 

 

  Çizelge 6.3’te serbest enzim, MN-NH2 ve MN-OH partiküllerine immobilize 

cmFDH miktarları verilmiĢtir. Modifiye nanopartiküllere bağlı immobilize enzim 

miktarı belirlenememiĢtir. Çünkü Cu
+1

-BCA kompleksi sonucu oluĢan mor renk 

katekolamin varlığında da gözlenmektedir (BCA™). 

 

Çizelge 6.3. Ġmmobilize cmFDH miktarı. 

Ġmmobilize Sistem Protein miktarı (mg) 

Fe3O4-GA-cmFDH 0,138±0 

Fe3O4-cmFDH 0,121±0,03 

 

Enzim Miktarının İmmobilizasyon Aktivite Verimine Etkisi- 0.05-0.4mg arasında 

değiĢen miktarlarda cmFDH enzimi MN-OH ve MN-NH2 nanopartiküllerine immobilize 

edilmiĢ ve aktivitelerine bakılmıĢtır (ġekil 6.11). 
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ġekil 6.11. Enzim miktarının immobilizasyona etkisi. 

( : Fe3O4-cmFDH;  : Fe3O4-GA-cmFDH) 

 

  En iyi aktivitenin olduğu 0.05mg cmFDH enzim miktarı ile yapılan 

immobilizasyonda hem üst üste aktivitelerde hem de gün aktivitelerinde azalma 

mevcuttur (Çizelge 6.4). Enzim miktarı azaldıkça aktivitenin artması sonucu kararlı bir 

sistem elde edilmemiĢtir. 

 

Çizelge 6.4. cmFDH aktivite verimi. 

Ġmmobilize Sistem 1.gün 2.gün 

Fe
3
O

4
-DOP-GA-cmFDH 22±2 13±1 

Fe
3
O

4
-GA-cmFDH 7±0.4 4±0.2 

 

 

Doyurma İşlemi- Bağlanma kapasitesi deneyinden alınan sonuçlara göre 

nanopartiküllerin yarım doyurulmasına karar verilmiĢtir. 0.15mg protein kullanılarak 

yapılan immobilizasyonda protein bağlanmayan gruplarında doyurulması gerekir. Aksi 

taktirde aktivitede azalmaya neden olabilir. Ayrıca GA kullanılan sistemlerde proteinler 
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arası çapraz bağlanma gerçekleĢebilir ve aktivite azalabilir. Grupları doyurma iĢlemi 

amino asit olan doygun konsantrasyonda GLY ile (Metot 1) ve EDA ile (Metot 2) 

gerçekleĢtirilmiĢtir (ġekil 6.12). 

          

NH2

NH2

NH2

O

OH

(A) (B)

 

ġekil 6.12. (A) EDA ve (B) GLY yapısı. 

 

  Tüm immobilizasyon sistemlerinden alınan örneklerle immobilizasyon esnasında 

ne kadar sürede enzimin bağlandığı bakılmıĢtır. Yarım saat sonra alınan örnekle aktivite 

gözlenmemiĢtir. Bu süre sonunda sisteme direk GLY eklenmiĢtir. EDA ilavesi 

nanopartiküller yıkandıktan sonra gerçekleĢtirilmiĢtir. Bir buçuk saat sonra yıkanan 

nanopartiküllerle aktivite bakılmıĢtı. Doyurma iĢleminin akıĢ Ģeması Ek 1.7’de 

verilmiĢtir. 

 

  EDA muamelesi ile doyurulan nanopartiküllerde ard arda kullanıldığında 

aktivitesinde azalma gözlenmiĢtir (ġekil 6.13 ve 6.14). Nedeni EDA yapısındaki –NH2 

gruplarının diğer bir glutaraldehitle bağ yapma olasılığı olabilir. Bu olası çapraz 

bağlanmalar enzim hareketini kısıtlayıp aktivitede azalmaya neden olabilir. GLY ile 

doyurma sonunda kalan glutaraldehit bağlı gruplar doyurulur ve hem ard arda yapılan 

reaksiyon aktiviteleri hem de gün aktiviteleri korunmaktadır. 
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ġekil 6.13. Glisin ve EDA etkisi (1.gün). 

( : Fe3O4-DOP-GA-GLY;  : Fe3O4-DOP-GA-EDA;  : Fe3O4-GA-EDA;  : Fe3O4-GA-GLY) 
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ġekil 6.14. GLY ve EDA etkisi (2.gün). 

( : Fe3O4-DOP-GA-GLY; : Fe3O4-DOP-GA-EDA;  : Fe3O4-GA-EDA;  : Fe3O4-GA-GLY) 
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Tekrarlı Kullanım Kararlılığı- MN-DOP-MT3 ve MN-NH2 nanopartiküllerine 

immobilize cmFDH ard arda kullanma sonucunda elde edilen grafik ġekil 6.15’te 

verilmiĢtir. MN-DOP-MT3 partiküllerine immobilize enzimin ard arda 10 kez 

kullanıldıktan sonra aktivitesinin yaklaĢık %70’i kalmıĢtır. MN-NH2 partiküllerine 

immobilize enzimin ise yaklaĢık %60’i kalmıĢtır. Bu sonuçlara göre modifiye 

nanopartiküllerin modifiye olmamıĢ partiküllere göre enzime kararlılık kazandırdığı 

anlaĢılmıĢtır. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

 KULLANMA SAYISI

%
 R

e
la

ti
f 

A
k

ti
v

it
e

 

 
 

ġekil 6.15. Tekrarlı kullanım kararlılığı. 

( : Fe3O4-DOP-GA-cmFDH;  : Fe3O4-GA-cmFDH) 

 

Saklama Tamponu- 0.1mg BSA, 0.1mg cmFDH ve %25 gliserol içeren 50mM sodyum 

fosfat tamponları (pH 7.5) içinde saklanan immobilize cmFDH gün aktivite grafiği ġekil 

6.16’da verilmiĢtir.  
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ġekil 6.16. Saklama tamponu etkisi. 

(: Serbest cmFDH;  : Gliserol;  : BSA) 

 

  Grafiğe göre serbest enzim içinde saklanan immobilize sistemde aktivite 

artmaktadır. Doyurulmayan gruplara cmFDH bağlanması veya yüzeye enzimin adsorbe 

olması mümkündür. Çoğunlukla enzim kararlılığını sağlamak için kullanılan BSA içinde 

immobilize enzimin saklanması da enzime kararlılık sağlamamıĢtır. Ancak gliserol 

içinde saklanan sistem kararlılığını korumaktadır. 

 

Saklama Kararlılığı- MN-DOP-MT3, MN-DOP-MT4 ve MN-NH2 nanopartiküllerine 

immobilize edilen cmFDH gün aktivitesi ġekil 6.17’de verilmiĢtir. MN-DOP-MT4 

sistemine immobilize enzim aktivitesini 15. günden sonra kaybetmiĢtir. MN-DOP-MT3 

sistemine immobilize enzim 30. gün sonunda aktivitesinin yaklaĢık %50’sini 

korumaktadır. MN-NH2 partiküllerine immobilize edilen cmFDH aktivitesinin yaklaĢık 

%40’ını korumaktadır. Ġlk 10 gün oldukça kararlı olan bu iki sistem 20. günden sonra 

aktivitelerini hızla kaybetmeye baĢlamıĢtır. 
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ġekil 6.17. Saklama kararlılığı. 

( : Fe3O4-DOP-MT3-GA-cmFDH;  : Fe3O4-GA-cmFDH;  : Fe3O4-DOP-MT4-GA-cmFDH) 

 

 

  MN-CAF-MT1, MN-CAF-MT2 ve MN-OH nanopartiküllerine immobilize 

edilen cmFDH gün aktivitesi ġekil 6.18’de verilmiĢtir. Fe3O4-CAF-MT2 sistemine 

immobilize enzim aktivitesini 5. günden sonra ani düĢüĢle kaybetmiĢtir. Fe3O4-CAF-

MT1 sistemine immobilize enzim 30. gün sonunda aktivitesinin yaklaĢık %30’unu 

korumaktadır. MN-OH partiküllerine immobilize edilen cmFDH aktivitesinin yaklaĢık 

%60’ını korumaktadır. Modifiye edilmemiĢ partiküllere immobilize enzimin bu kadar 

kararlı olmasının nedeni yüzeyde oldukça fazla –OH grubunun olması ve bu gruplara 

enzimin direk bağlanmasıdır. Bağlanma kapasitesi yapılan deneylerde daha fazladır. Bu 

nedenle hem aktivite verimi yüksektir hem de fazla enzimin bağlanmasıyla enzimler 

birbirini korumaktadır. 
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ġekil 6.18. Saklama kararlılığı. 

(: Fe3O4-CAF-MT1-cmFDH;  : Fe3O4-cmFDH;  : Fe3O4-CAF-MT2-cmFDH) 

 

Sıcaklık Etkisi- MN-DOP-MT3 ve MN-NH2 nanopartiküllerine immobilize edilen 

cmFDH ve serbest cmFDH sıcaklık profili ġekil 6.19’da verilmiĢtir. Sıcaklık profiline 

göre serbest enzimin optimum sıcaklığı 55°C’dir. Fe3O4-DOP-MT3 sistemine 

immobilize cmFDH optimum sıcaklığı 50°C’dir. Ancak aktivitenin en yüksek olduğu 

sıcaklık aralığı 50-60°C’dir. MN-NH2 partiküllerine immobilize edilen cmFDH 

optimum sıcaklığı 45°C’dir. Ancak aktivitenin en yüksek olduğu sıcaklık aralığı 45-

60°C’dir. Ġmmobilizasyonla cmFDH optimum sıcaklık aralığı geniĢlemiĢtir. 
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ġekil 6.19. Sıcaklık profili. 

( : Serbest cmFDH;  : Fe3O4-DOP-MT3-GA-cmFDH;  : Fe3O4-GA-cmFDH) 

 

pH Etkisi- MN-DOP-MT3 ve MN-NH2 nanopartiküllerine immobilize edilen cmFDH ve 

serbest cmFDH pH profili ġekil 6.20’de verilmiĢtir.  
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ġekil 6.20. pH profili. 

( : Serbest cmFDH;  : Fe3O4-DOP-MT3-GA-cmFDH;  : Fe3O4-GA-cmFDH) 
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  Deneyin pH 6 değerinin altında yapılmama nedeni glutaraldehid reaksiyonunun 

asidik pH değerinde geri dönüĢümlü olmasıdır. Bu nedenle deneyler en düĢük pH 6 

değerinde yapılmıĢtır. pH profiline göre serbest enzimin optimum pH değeri 8’dir. 

Fe3O4-DOP-MT3 sistemine immobilize cmFDH optimum pH değeri 7-8 arasındadır. 

MN-NH2 partiküllerine immobilize edilen cmFDH optimum pH değeri 7’dir.  

 

Termal Kararlılık- MN-DOP-MT3 ve MN-NH2 nanopartiküllerine immobilize edilen 

cmFDH ve serbest cmFDH termal kararlılık grafiği ġekil 6.21’de verilmiĢtir. Serbest 

enzime göre immobilize enzimin termal kararlılıkları düĢüktür. MN-DOP-MT3 

sistemine immobilize enzim sıcaklığa karĢı daha kararlıdır. Serbest enzime göre 

aktivitenin düĢmesine immobilizasyon sisteminde bulunan bağların kopması neden 

olabilir. Ġmmobilizasyon sistemlerinin sıcaklıkla bozulması mümkündür. 

20 30 40 50 60 70

0

20

40

60

80

100

%
 R

e
la

ti
f 

A
k

ti
v

it
e

SICAKLIK (°C)

 

 

 

ġekil 6.21. Termal kararlılık. 

( : Serbest cmFDH;  : Fe3O4-DOP-MT3-GA-cmFDH;  : Fe3O4-GA-cmFDH) 

 

pH Kararlılığı- MN-DOP-MT3 ve MN-NH2 nanopartiküllerine immobilize edilen 

cmFDH ve serbest cmFDH pH kararlılık grafiği ġekil 6.22’de verilmiĢtir. Serbest 

enzimin pH kararlılığı oldukça yüksektir. MN-DOP-MT3 sistemine immobilize enzim 

pH 8 değerine kadar oldukça kararlıdır. Ancak pH 8’den sonra aktivite azalmıĢtır. Aynı 
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durum MN-NH2 partiküllerine immobilize edilen cmFDH için de geçerlidir. Çünkü 

farklı pH değerlerinde inkübasyon sonunda bekletilen immobilize sistemler 

santrifüjlendiğinde partiküller çökmemiĢtir. Bazik ortamda partiküller süspanse hale 

gelmiĢtir. Çökmeyen partiküller uzaklaĢtırıldığı için aktivite daha az olarak 

hesaplanmıĢtır. 
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ġekil 6.22. pH kararlılığı. 

( : Serbest cmFDH;  : Fe3O4-DOP-MT3-GA-cmFDH;  : Fe3O4-GA-cmFDH) 

 

6.2.3. Ġmmobilize btADH ÇalıĢmaları 

 

Bağlanma Kapasitesi- Hem MN-DOP-MT3 ve MN-CAF-MT1 hem de MN-OH ve 

MN-NH2 nanopartiküllerine aĢırı miktarda btADH immobilize edildiğinde 

immobilizasyon sonunda süzüntüde kalan ve yıkama tamponunda protein miktarı 

Bradford yöntemi ile belirlendi (Çizelge 6.5). Yıkama tamponlarında protein 

belirlenememiĢtir. Bradford metodunun hassasiyeti göz önünde bulundurularak yıkama 

tamponlarında btADH aktivitesi bakılmıĢ ve aktivite gözlenmemiĢtir. MN-DOP ve MN-

NH2 partiküllerine bağlanma miktarı hemen hemen aynıdır. Ancak MN-OH 

partiküllerine bağlanma MN-CAF sistemine bağlanmadan daha fazladır. Çünkü yüzeyde 

daha fazla –OH grubu olduğu için kafeik aside göre daha fazla enzim bağlanmıĢtır. 
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Çizelge 6.5. btADH bağlanma kapasitesi. 

Ġmmobilize Sistem Molekül ağırlığı (kDa) Bağlanan Protein (mg) 

Fe3O4-DOP-GA-btADH 

39 

0,34±0,01 

Fe3O4-GA-btADH 0,36±0,003 

Fe3O4-CAF-btADH 0,27±0,003 

Fe3O4-btADH 0,38±0,003 

 

 

  MN-DOP-MT3 ve MN-NH2 nanopartiküllerine immobilize btADH enziminin 

aktivite verimi hesaplandı (Çizelge 6.6). 

 

Çizelge 6.6. Ġmmobilize btADH aktivite verimi. 

Ġmmobilize Sistem Aktivite verimi (%) 

Fe3O4-DOP-GA-cmFDH 53±0,4 

Fe3O4-GA-cmFDH 54±0,2 

 

Tekrarlı Kullanma Kararlılığı- MN-DOP-MT3 ve MN-NH2 nanopartiküllerine 

immobilize btADH ard arda kullanma sonucunda elde edilen grafik ġekil 6.23’te 

verilmiĢtir. MN-DOP-MT3 partiküllerine immobilize enzimin ard arda 15 kez 

kullanıldıktan sonra aktivitesinin yaklaĢık %70’i kalmıĢtır. MN-NH2 partiküllerine 

immobilize enzimin ise yaklaĢık %50’si kalmıĢtır. Bu sonuçlara göre modifiye 

nanopartiküllerin modifiye olmamıĢ partiküllere göre enzime kararlılık kazandırdığı 

anlaĢılmıĢtır. 

 

Saklama Kararlılığı- MN-DOP-MT3 ve MN-NH2 nanopartiküllerine immobilize 

btADH saklama kararlılık grafiği ġekil 6.24’te verilmiĢtir. 25.gün MN-DOP-MT3 

sistemine immobilize btADH aktivitesinin yaklaĢık %40’ını korumaktadır. MN-NH2 

partiküllerine immobilize btADH ise aktivitesinin yaklaĢık %20’sini korumaktadır. Bu 

sonuçlara göre modifiye edilmiĢ partiküller enzime kararlılık sağlamaktadır.  
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ġekil 6.23. Tekrarlı kullanım kararlılığı. 

( : Fe3O4-DOP-MT3-GA-btADH;  : Fe3O4-GA-btADH) 
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ġekil 6.24. Saklama kararlılığı. 

( : Fe3O4-DOP-MT3-GA-btADH;  : Fe3O4-GA-btADH) 
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6.2.4. Ġmmobilize OXDC ÇalıĢmaları 

 

  IPTG indüksiyonu ile OXDC ekspresyonu ve Ni-afinite kromotografisi ile 

saflaĢtırılan OXDC enzimi SDS-PAGE ile görüntülendi (ġekil 6.25). 

 

ġekil 6.25. IPTG ile OXDC ekspresyonu ve saflaĢtırılması. 

M: Marker; 1: IPTG öncesi; 2: IPTG sonrası 2.saat; 3: IPTG sonrası 4. saat; 4: Sonikasyon sonrası pellet; 

5: Hücre özütü; 6: Kolon çıkıĢ; 7: 100mM imidazol; 8: 200mM imidazol; 9: 400mM imidazol ile kolon 

çıkıĢ. 

 

  Oto-indüksiyon besiyerinde büyütülen OXDC genini taĢıyan pET32a plazmidini 

içeren BL21(DE3) hücrelerinde ekspresyon ve Ni-afinite kromotografisi ile saflaĢtırılan 

btADH enzimi SDS-PAGE ile görüntülendi (ġekil 6.26). 

 

ġekil 6.26. Oto-indüksiyon ile OXDC ekspresyonu ve saflaĢtırılması. 

M: Marker; 1: Ekspresyon pelleti; 2: Sonikasyon sonrası pellet; 3: Hücre özütü; 4: Kolon çıkıĢ; 5 ve 6: 

25mM imidazol; 7: 100mM imidazol;  8: 200mM imidazol; 9: 400mM imidazol ile kolon çıkıĢ. 
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Bağlanma Kapasitesi- Hem MN-DOP-MT3 ve MN-CAF-MT1 hem de MN-OH ve 

MN-NH2 nanopartiküllerine aĢırı miktarda OXDC immobilize edildiğinde 

immobilizasyon sonunda süzüntüde kalan protein miktarı Bradford yöntemi ile 

belirlendi (Çizelge 6.7). MN-DOP ve MN-NH2 partiküllerine bağlanma miktarı hemen 

hemen aynıdır. Ancak MN-OH partiküllerine bağlanma MN-CAF sistemine 

bağlanmadan daha fazladır. Çünkü yüzeyde daha fazla –OH grubu olduğu için kafeik 

aside göre daha fazla enzim bağlanmıĢtır. 

 

Çizelge 6.7. OXDC bağlanma kapasitesi.  

Ġmmobilize Sistem Molekül ağırlığı (kDa) Bağlanan Protein (mg) 

Fe3O4-DOP-GA-OXDC 

43,4 

0,32±0,02 

Fe3O4-GA-OXDC 0,35±0,04 

Fe3O4-CAF-OXDC 0,22±0,02 

Fe3O4-OXDC 0,32±0,04 

 

Aktivitesinin Belirlenmesi- OXDC enziminin katalizlediği reaksiyon ve aktivitesinin 

belirlenmesi için kullanılan cmFDH kullanımı ġekil 6.27’de verilmiĢtir. OXDC 

aktivitesinin belirlenmesi için 1-10mM format konsantrasyonuna karĢı çizilen cmFDH 

spesifik aktivite grafiği ġekil 6.28’de verilmiĢtir. 

O
-

OH OH

O
-

OXDC
O

-
O + CO2

cmFDH

NADH +H+

NAD+

CO2

 

ġekil 6.27. OXDC reaksiyonu. 
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ġekil 6.28. Kalibrasyon eğrisi. 

 

  Grafikten elde edilen değerlerle yapılan hesaplamalarla immobilize ve serbest 

OXDC reaksiyonu sonucu elde edilen format miktarı belirlendi (Çizelge 6.8). 

 

Çizelge 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 için 1 Unit dakikada ürüne dönüĢen µmol substrat olarak tanımlanır. 

Çizelge 6.9’da serbest OXDC spesifik aktivitesi ve immobilize OXDC için aktivite 

verimleri verilmiĢtir. 
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Çizelge 6.9. OXDC spesifik aktivitesi ve immobilize OXDC aktivite verimleri. 

 Format (µmol/dk) 

OXDC Spesifik Aktivite 

(U/mg) 

Aktivite Verimi (%) Serbest OXDC 0,1±0,01 0,82 

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) 

kullanılmıĢtır. btADH katalizli reaksiyon ve kofaktör rejenerasyonu ġekil 6.29’da 

verilmiĢtir. 

 

O OH
btADH

NADH + H+ NAD+

HCOONaCO2

cmFDH
 

ġekil 6.29. btADH reaksiyonu ve kofaktör rejenerasyonu. 

 

  Substrat olan BZA ve standart olarak kullanılacak benzil alkol (BA) HPLC 

kromatogramları ġekil 6.30 ve 6.31’de verilmiĢtir. Analizlere göre BZA alıkonma 

zamanı 18 dakika, BA alıkonma zamanı 10 dakikadır. 
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ġekil 6.30. BZA HPLC kromatogramı. 
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ġekil 6.31. BA HPLC kromatogramı. 

   

  Ġlk önce serbest btADH ve cmFDH enzimlerinin beraber çalıĢıp çalıĢmadığına 

bakılmıĢtır. ġekil 6.32’ye göre her iki enziminde reaksiyon Ģartlarında beraber 

çalıĢabildiği anlaĢılmıĢtır. Sadece reaksiyonda kullanılan btADH miktarı cmFDH’e göre 

azdır (2:1). Çünkü reaksiyon cmFDH tarafına çalıĢmaktadır. 
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ġekil 6.32. btADH ve cmFDH beraber reaksiyonu. 

 

  Bu reaksiyonun HPLC kromatogramı ġekil 6.33’te verilmiĢtir. Analize göre ürün 

belirlenememiĢtir. 
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ġekil 6.33. Serbest btADH ve cmFDH sisteminin HPLC kromatogramı. 

 

 MN-DOP-MT3 ve MN-NH2 pariküllerine beraber immobilize edilen btADH ve 

cmFDH enzimlerinin aktivitelerine ayrı ayrı bakılmıĢtır. btADH aktivitesinde substrat 

olarak izopropil alkol, cmFDH aktivitesinde substrat olarak sodyumformat 

kullanılmıĢtır. Aktivite verimleri Çizelge 6.10’da verilmiĢtir. Beraber immobilize edilen 

her iki enzimin reaksiyon sonucu aktivite gözlenmiĢtir. 
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Çizelge 6.10. Koimmobilize btADH ve cmFDH aktivite verimleri. 

Ġmmobilize Sistem btADH için Aktivite Verimi (%) cmFDH için Aktivite Verimi (%) 

Fe3O4-DOP -btADH+cmFDH 81±3 65±3 

Fe3O4-GA -btADH+cmFDH 95±4 85±3 

 

  MN-DOP-MT3 partiküllerine beraber immobilize edilen btADH ve cmFDH (2:1) 

reaksiyonundan 4 saat sonunda alınan örneğin HPLC kromatogramı ġekil 6.34’te 

verilmiĢtir. Analize göre immobilize sistemde de ürün belirlenememiĢtir. 
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ġekil 6.34. Fe3O4-DOP-GA-btADH+cmFDH sisteminin HPLC kromatogramı. 

 

  Sadece btADH reaksiyonunda ürün analizi için HPLC kromatogramı ġekil 6.35’te 

verilmiĢtir. Kontrol olarak kofaktör ilave edilmemiĢ reaksiyon ortamı kullanılmıĢtır. Bu 

analize göre ürün belirlenememiĢtir. 
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ġekil 6.35. Serbest btADH reaksiyonunun HPLC kromatogramı. 

(A) Kontrol; (B) Reaksiyon. 

 

  Her iki enzimin miktarı aynı hızla çalıĢmaları için optimize edilmiĢtir. ġekil 

6.36’da belirtildiği gibi cmFDH miktarının 6 kat fazlası btADH ilavesi ile reaksiyon 

btADH lehine dönmektedir. 

 

 

ġekil 6.36. btADH ve cmFDH beraber reaksiyonu. 
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  Bu reaksiyonun HPLC kromatogramı ġekil 6.37’de verilmiĢtir. Kofaktör ilave 

edilmeden reaksiyon ortamı kontrol olarak kullanılmıĢtır. Analize göre kontrolde 

olmayan ve alıkonma zamanı 2.5 dakika olan bir pik mevcuttur. 
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ġekil 6.37. Serbest btADH ve cmFDH sisteminin HPLC kromatogramı. 

(A) Kontrol; (B) Reaksiyon. 

 

  BA alıkonma zamanı 10 dakika olmasına rağmen alıkonma zamanı 2.5 dakika olan 

bu pikin analizi için BA standardı ile reaksiyon karıĢımı karıĢtırılmıĢtır. Herhangi bir 

etkileĢimle BA alıkonma zamanının değiĢme olasılığı göz önünde bulundurulmuĢtur. 

ġekil 6.38’de verilen HPLC kromatogramına göre 2.5 dakika da gelen bu pik BA 

değildir. Çünkü reaksiyon karıĢımına eklenen BA alıkonma zamanı hala 10. dakikada 

görülmektedir. 



 145 

0 5 10 15 20 25 30

0

200

400

600

800

1000

m
A

U

Dakika

BZA

BA

?

 

 

 

ġekil 6.38. BA ve reaksiyon karıĢımının HPLC kromatogramı. 

 

  Bu pik analiz esnasında toplanmıĢ etilasetat ile ekstrakte edilmiĢ ve MALDI-TOF 

kütle spektrometresi ile ürün analizi yapılmıĢtır. Ancak herhangi bir kütle 

belirlenememiĢtir. 

 

6.2.6. OXDC ve cmFDH Koimmobilizasyonu 

 

 Ġmmobilize OXDC ve cmFDH sisteminin reaksiyonundan saat baĢı alınan 

örneklerin 340nm’de absorbans değeri ölçüldü. cmFDH aktivite hesabından sonra ġekil 

6.28’de bulunan kalibrasyon eğrisinden oluĢan format konsantrasyonu hesaplandı ve 

OXDC aktivitesi hesaplandı. ġekil 6.39’da ise 6. saat elde edilen OXDC aktivitesi 100 

olarak kabul edilerek çizilen grafik mevcuttur. MN-DOP-MT3 ve MN-NH2 sistemlerine 

immobilize enzimlerin % aktivitesi de serbest enzimlerin 6. saatinde elde edilen 

aktiviteye göre hesaplanmıĢtır. 
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ġekil 6.39. OXDC ve cmFDH koimmobilizasyon aktivite verimi. 

(: Serbest OXDC+cmFDH; : Fe3O4-DOP-GA-OXDC+cmFDH; : Fe3O4-GA-OXDC+cmFDH) 

 

  Fe3O4-GA-OXDC+cmFDH sistemi ile elde edilen OXDC aktivite verimi, Fe3O4-

DOP-GA-OXDC+cmFDH sisteminden yaklaĢık 2,5 kat fazladır. Fe3O4-GA-

OXDC+cmFDH sistemi aktivite verimi %73’tür. Modifiye olmamıĢ nanopartiküllere 

immobilizasyonların tümünde olduğu gibi bu koimmobilizasyonda da modifiye olmamıĢ 

nanopartiküllere immobilize enzim aktivitesi daha yüksektir. 
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Şimdilik soruları yaşayın.  

Bu şekilde belki ileride adım adım ve fark etmeden cevabın içine girebiliriz. 

 

Rainer Maria Rilke 
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7. GENEL SONUÇ VE TARTIġMA 

   

  Bu çalıĢmada kiral alkol sentezi için enzim-nanopartikül konjuge sistemlerinin 

geliĢtirilmesi amaçlanmıĢtır. Ġmmobilizasyon matriksi olarak manyetik özelliği 

nedeniyle geniĢ kullanım alanı olan manyetik nanopartiküller kullanılmıĢtır. 

Biyokatalizör olarak endüstride birçok ticari değeri yüksek kimyasalın sentezinde 

kullanılan oksidoredüktaz enzimi olan alkol dehidrogenaz kullanılmıĢtır. Ekonomik 

immobilizasyon sistemlerinin geliĢtirilebilmesi için gerekli olan kofaktör 

rejenerasyonunda ikinci enzim olarak format dehidrogenaz kullanılmıĢtır. 

   

  Enzim immobilizasyonunda kullanılacak olan hem modifiye olmamıĢ hem de 

katekol grupları ile modifiye manyetik nanopartiküller sentezlenmiĢtir. Katekol grubuna 

sahip dopamin ve kafeik asit modifikasyonda kullanılmıĢtır. Manyetik nanopartiküllerin 

manyetik özellikleri belirlenmiĢ ve yüzey modifikasyonları hakkında bilgi edinilmiĢtir. 

Her sistem için alınan FTIR spektrumları yüzeyde istenilen modifikasyonların olduğunu 

göstermiĢtir. TGA analzileri ile sıcaklık arttıkça meydana gelen kütle kayıplarından 

yüzey modifikasyonu hakkında bilgi edilnilmiĢtir. PPMS ile elde edilen histeresis 

eğrilerinden manyetik nanopartiküllerin süperparamanyetik özellik gösterdikleri 

anlaĢılmıĢtır. Sahip oldukları Hc değerleri sıfıra yakın olduğu için partikül boyutlarının 

küçük olduğu ve süperparamanyetik özellikte olduğu belirlenmiĢtir (Vassiliou, Mehrotra 

et al. 1993). Yüzey bağlanmaları gerçekleĢtikçe Hc değerinde artıĢ gözlenmiĢtir. Buda 

nanopartikül boyutunun arttığını göstermektedir. 

 

  Biyokatalizör olarak kullanılacak Staphylococcus saprophyticus’dan ADH geni 

PCR metodu ile çoğaltılıp pET14b vektöründeki NdeI ve XhoI klonlama bölgelerine 

aktarıldı. Aktarılan gen NdeI ve BamHI restriksiyon enzim kesimleri ile doğrulandı. 

Tahmini ADH genini içeren pET14b plazmidi BL21(DE3) hücrelerine aktarıldı ve 

protein ekspresyonu hem IPTG indüksiyonu ile hem de oto-indüksiyon besiyerinde 

gözlendi. Ancak hücre liziz edildikten sonra ADH proteinin hücre özütüne geçmediği 

sonikasyon sonrası pellette kaldığı anlaĢılmıĢtır. in vivo doğru katlanmanın sağlanması 

için ozmolit etkisi, ısı Ģoku ile Ģaperon ekspresyonu, GroEL ve GroES Ģaperonları ile 
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ssADH proteinin koekspresyonu gibi birçok yol denenmiĢtir. Ancak yapılan tüm 

çalıĢmalar sonucu ADH proteininin inklüzyon cizimciği olarak eksprese olduğu 

anlaĢılmıĢtır.  in vitro tekrar katlanma çalıĢmalarından biri olan kromatografik 

yöntemlerden Ni-afinite kromatografisi kullanılmıĢtır. Kolonda tekrar katlanma iĢlemleri 

uygulandıktan sonra çözünür formda ssADH proteini elde edilmiĢtir. in vivo doğru 

katlanma ve in vitro tekrar katlanma çalıĢmalarıyla ilgili literatür bilgisi Ek 2’de 

verilmiĢtir. Elde edilen ssADH proteini ile etanol ve ketonlara karĢı herhangi bir aktivite 

gözlenmemiĢtir. Substrat gibi davranan elektron alıcısı K3[Fe(CN)6] kullanılmıĢtır. 

Doğru katlanmanın söz konusu olduğu bir durumda kofaktörün bağlanma bölgesine 

bağlanması ve elektronları K3[Fe(CN)6] molekülüne aktarılması gerekir. in vitro doğru 

katlanma çalıĢmalarından elde edilen ssADH proteini bu substratla muamele edildiğinde 

340nm kofaktör takibinde bir azalma gözlenmemiĢtir.  

   

  ssADH proteinin inklüzyon cisimciği olmasından dolayı Bacillus thuringiensis 

bakterisinden bölümümüz doktora öğrencisi Fatih AKTAġ tarafından klonlanan ADH 

enzimi ikili enzim sistemiyle kiral alkol sentezi için kullanılacaktır. btADH genini içeren 

pET14b plazmidini BL21(DE3) hücrelerine transforme edilerek protein oto-indüksiyon 

besiyerinde eksprese edilmiĢ ve saflaĢtırılmıĢtır. 

 

  Ekonomik immobilizasyon sistemlerinin geliĢtirilebilmesi için gerekli olan 

kofaktör rejenerasyonunda kullanılacak olan Candida methylica kaynaklı format 

dehidrogenaz enzimi Rosetta (DE3) hücrelerinde eksprese edilmiĢ ve saflaĢtırılmıĢtır. 

cmFDH enziminin karakterizasyonu yapılmıĢtır. Michaelis-Menten grafiği çizilerek Vmax 

değeri 3,8U/mg, Km değeri 21,9mM olarak belirlenmiĢtir. Optimum çalıĢma sıcaklığı 

55°C ve pH değeri 8 olarak yapılan deneyler sonucu belirlenmiĢtir. Farklı sıcaklıklarda 

bir saat bekletildikten sonra aktivitesine bakılan cmFDH enziminin 55°C’ye kadar 

aktivitesini koruduğunu ve bu sıcaklıktan sonra ani bir düĢüĢle aktivitesini kaybettiği 

anlaĢılmıĢtır. pH kararlığında ise geniĢ bir pH aralığında (pH 6-10) aktivitesini 

koruduğunu sadece %20 aktivite kaybı olduğu görülmüĢtür. 
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  Katekol grubu ile modifiye ve modifiye olmamıĢ manyetik nanopartiküllere 

kovalent olarak cmFDH enzimi bağlanmıĢ ve çalıĢma Ģartları optimize edilmiĢtir. 

Ġmmobilize enzimin aktivitesine bakılarak MN-DOP partiküllerine immobilize enzimin 

aktivite verimi %74±4 MN-NH2 partiküllerine immobilize enzimin aktivite verimi 

%91±3 olarak hesaplanmıĢtır. MN-DOP partiküllerine immobilize enzimin ard arda 10 

kez kullanıldıktan sonra aktivitesinin yaklaĢık %70’i kalmıĢtır. MN-NH2 partiküllerine 

immobilize enzimin ise yaklaĢık %60’i kalmıĢtır. Bu sonuçlara göre modifiye 

nanopartiküllerin modifiye olmamıĢ partiküllere göre enzime kararlılık kazandırdığı 

anlaĢılmıĢtır. MN-DOP sistemine immobilize enzim 30. gün sonunda aktivitesinin 

yaklaĢık %50’sini korumaktadır. MN-NH2 partiküllerine immobilize edilen cmFDH 

aktivitesinin yaklaĢık %40’ını korumaktadır. Ġlk 10 gün oldukça kararlı olan bu iki 

sistem 20. günden sonra aktivitelerini hızla kaybetmeye baĢlamıĢtır. Enzimin optimum 

sıcaklık ve pH aralığı geniĢlemiĢtir. Termal kararlılığı serbest enzimin daha fazladır. 

Ġmmobilize sistemlerin sıcaklığa karĢı dayanıksız olması doğasından kaynaklanabilir ve 

yüzey modifikasyonları ile bağlayıcıların kopması aktivitede azalmaya neden olmuĢ 

olabilir.  

 

 Diğer immobilizasyon sistemi olan MN-CAF partiküllerine immobilize enzimin 

aktivite verimi %63 MN-OH partiküllerine immobilize enzimin aktivite verimi %92 

olarak hesaplanmıĢtır. Fe3O4-CAF sistemine immobilize enzim 30. gün sonunda 

aktivitesinin yaklaĢık %30’unu korumaktadır. MN-OH partiküllerine immobilize edilen 

cmFDH aktivitesinin yaklaĢık %60’ını korumaktadır. Modifiye edilmemiĢ partiküllere 

immobilize enzim aktivite veriminin yüksek olmasının nedeni yüzeyde oldukça fazla –

OH grubunun olması ve bu gruplara daha fazla enzimin direk bağlanmasıdır. 

 

 OXDC ve cmFDH enzimleri hem MN-DOP-MT3 hem de MN-NH2 partiküllerine 

immobilize edilmiĢtir. Bu enzimlerin koimmobilizasyonunda cmFDH reaksiyonu sonucu 

elde edilen 340nm’deki absorbans artıĢı takip edilmiĢtir.  Fe3O4-GA-OXDC+cmFDH 

sistemi ile elde edilen OXDC aktivite verimi, Fe3O4-DOP-GA-OXDC+cmFDH 

sisteminden yaklaĢık 2,5 kat fazladır. Fe3O4-GA-OXDC+cmFDH sistemi aktivite verimi 

%73’tür. Modifiye olmamıĢ nanopartiküllere immobilizasyonların tümünde olduğu gibi 
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bu koimmobilizasyonda da modifiye olmamıĢ nanopartiküllere immobilize enzim 

aktivitesi daha yüksektir. 

 

 btADH enziminde substrat olarak benzaldehit kullanılmıĢtır. Ancak bu substratın 

ürünü olan benzil alkol HPLC ile belirlenememiĢtir. Bu nedenle btADH enziminin 

cmFDH ile koimmobilizasyonu yapılmasına rağmen ürün analizi yapılamamıĢtır. 

 

  Ġleriki çalıĢmalarda serbest enzimle yapılan çalıĢmalarda ürün analiz edilemediği 

için farklı substrat kullanımları ve analiz yöntemleri ile btADH ve cmFDH 

koimmobilizasyon sistemi optimize edilecektir. 

 

  Çoklu enzim sistemlerinin nanopartiküllerle olan konjuge sistemlerinin 

geliĢtirilme çalıĢmalarının neticesinde birden fazla enzimin rol aldığı sistemlerin yaygın 

kullanımı sağlanmıĢ olacaktır. Bu sayede özellikle endüstriyel kullanımları oldukça 

yaygın olan oksidoredüktazlar gibi nikotinamid kofaktörüne sitokiyometrik olarak 

ihtiyaç duyan enzimlerin endüstriyel kullanımı için bir engel aĢılmıĢ olacaktır. 
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8. EKLER 

8.1. Ek 1 
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ġekil 1. ssADH MALDI-TOF kütle spektrumu. 
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ġekil 2. DOP ile modifiye nanopartiküllere enzim immobilizasyonu. 
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ġekil 3. CAF ile modifiye nanopartiküllere enzim immobilizasyonu. 
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ġekil 4. Mıknatıslanma eğrileri. 

(a) Fe3O4-DOP-GA-cmFDH; (b) Fe3O4-DOP; (c) MN-OH. 
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ġekil 5. Mıknatıslanma eğrileri. 

(a) Fe3O4-CAF-cmFDH; (b) Fe3O4-CAF; (c) MN-OH. 
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ġekil 6. Doygun mıknatıslanma. 
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ġekil 7. Nanopartiküllerin doyurma iĢlemi. 
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8.2. Ek 2 

 

İnklüzyon Cisimcikleri Hakkında Genel Bilgi 

 

  Proteinlerin fonksiyonel esnekliği ve yapısal katılığı arasında hassas bir denge 

vardır. Bu yüzden doğal konformasyonlarını inaktif agregat konformasyonuna 

dönüĢtüren dıĢ stresler veya mutasyonlar tarafından kolaylıkla etkilenebilirler. 

Biyolojik aktivitelerini kaybetmelerine ek olarak, çözünmeyen hidrofobik agregatlar 

membran fonksiyonlarına karıĢabilirler, diğer kararsız proteinlerin agregat 

oluĢturmasına neden olabilirler (C, E et al. 1997; Ben-Zvi and Goloubinoff 2002; 

Kim, Nollen et al. 2002).  

 

  Ayrıca rekombinant proteinlerin E.coli’de yüksek miktarda ekspresyonu 

proteinin çökerek inklüzyon cisimciği oluĢturmasına sebep olur (Bajorunaite, 

Sereikaite et al. 2007). Ġnklüzyon cisimcikleri protein ekspresyonu sırasında doğru 

katlanmamıĢ ara ürünlerin sitoplazmada çökmesiyle meydana gelmektedir. E.coli’de 

eksprese edilen pek çok proteinin inklüzyon cisimciği oluĢturmasında proteinin 

kaynağı, kullanılan promotor ve hedef proteinin hidrofobik olmasıyla bir iliĢkisi 

olmadığı bilinmektedir. Bu sebeple hangi proteinlerin E.coli’de ekspresyonu 

sırasında inklüzyon cisimciği oluĢturup oluĢturmayacağı ile ilgili bir genelleme 

yapılamaz (Choi, Keum et al. 2006). 

 

  Sitoplazmada doğru katlanmanın gerçekleĢtirilerek inklüzyon cisimciği 

oluĢumunu önlemek için izlenebilecek çeĢitli ekspresyon stratejileri geliĢtirilmiĢtir. 

Moleküler Ģaperonlarla birlikte ekspresyonun gerçekleĢtirilmesi, tercih edilen redoks 

potansiyelini sağlamak için tiyoredoksin içeren taĢıyıcı hücre kullanımı, protein 

sentezinin azaltılması, daha etkili E.coli (Origami(DE3), Rosetta-gami (DE3), 

C41(DE3) ve C43(DE3) (Sorensen and Mortensen 2005) vb.) suĢlarının kullanımı, 

hücrelerin daha düĢük sıcaklıklarda büyütülmesi ve çözünebilen polipeptidlerin 

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

 

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

GroEL, GroES ve ClpB moleküler Ģaperonlar aktif olarak geri dönüĢümlü protein 



 160 

yanlıĢ katlanmasını ve agregasyonu geri döndürürler, pasif olarak da engellerler 

(Baneyx and Mujacic 2004).  

  

  Ayrıca Hsp70 (E.coli’deki DnaK, DnaJ, GrpE (KJE)) ve Hsp100 (E.coli’deki 

ClpB) moleküler Ģaperonları arasındaki ağ etkili olarak aktif çözünürlükte birlikte 

çalıĢırlar ve kararalı protein agragatlarını reaktive ederler (Glover and Lindquist 

1998; Goloubinoff, Mogk et al. 1999; Ben-Zvi and Goloubinoff 2001; Diamant, 

Eliahu et al. 2001). Farklı kimyasal Ģaperonlar Ģaperon ağına etkileri farklıdır. ClpB 

ve KJE Ģaperonları tarafından protein disagregasyonunu ve tekrar katlanmasını 

betain fazlasıyla aktive ederken, trehaloz fazlasıyla inhibe eder (Diamant, Eliahu et 

al. 2001). Böylece çeĢitli doğal organik bileĢiklerin arasındaki konsantrasyon ve 

denge, Ģaperon aktivitesini doğrudan ayarlar ve birleĢmiĢ tuz ve ısı stresi altında 

hücrelerdeki doğal proteinlerin termal kararlılığını etkiler (Diamant, Eliahu et al. 

2001). 

 

  Membran akıĢkan olmasını sağlayan ısı Ģok-indükleyici benzil alkol, E.coli ve 

diğer organizmalarda, düĢük sıcaklıklarda güçlü ısı-Ģoku gibi etki yaratır (Horváth, 

Glatz et al. 1998; Saidi, Finka et al. 2005; Shigapova, Török et al. 2005). Yapılan bir 

çalıĢmada BA, 20 dakikada DnaK ve GroEL Ģaperon protein seviyesini arttırdığı ve 

endojen Ģaperon ağ ekspresyonunu indükleyici olarak davrandığı bildirilmiĢtir (De 

Marco, Vigh et al. 2005). DnaK ve aynı kökenli moleküler Ģaperonlar hücrelere 

yüksek sıcaklık uygulandığında veya yüksek tuz konsantrasyonu gibi çevresel 

etkenlerle geçici olarak overeksprese olurlar (Gross, Straus et al. 1990). Farklı tuz 

konsantrasyonlarıyla DnaK aracılı üre ile denatüre edilmiĢ Lactococcus lactis 

kaynaklı laktat dehidrogenazın tekrar katlanması çalıĢılmıĢtır (Sugimoto, Nakayama 

et al. 2003). 

   

  Ekspresyon esnasında doğru katlanması sağlanamayan proteinlerin in vitro 

Ģartlarda doğal formunu kazanması sağlanır. Protein in vitro tekrar katlanması, 

proteinin denatüre edilirken molekül içi disülfit bağlarının indirgenmesi ve katlanma 

tamponuna oksitleyici kimyasalların ilavesiyle disülfit bağlarının tekrar oluĢumu 

sonucunda denatüre edici kimyasalın uzaklaĢtırılmasıyla gerçekleĢtirilir 

(Berdichevsky, Lamed et al. 1999). Proteinin in vitro ortamda doğru Ģekilde 

katlanarak aktivitesinin geri kazanımı gerçekleĢtirilmeden önce saf haldeki inklüzyon 
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cisimcikleri 6M guanidyum hidroklorür veya 8M üre kullanılarak denatüre hale 

getirilir (Lilie, Schwarz et al. 1998). Ditiyoeritrol veya β-merkaptoetanol kullanılarak 

sistein gruplarının indirgenmiĢ halde kalması ve disülfit bağları oluĢumu için hazır 

hale getirilmesi sağlanır (Lilie, Schwarz et al. 1998). Çözünür hale getirilen 

inklüzyon cisimciklerinin in vitro ortamda doğru olarak katlanmasını sağlamak için 

denatüre edicilerin gradient uygulanarak diyaliz, seyreltme ve kromatografik 

yöntemlerle uzaklaĢtırılması gereklidir (Vallejo and Rinas 2004). 

 

  Tekrar katlanma sıcaklık, kullanılan tampon pH’sı ve iyon Ģiddeti gibi Ģartların 

optimizasyonu ile daha etkin hale getirilebilir. Renatürasyonu gerçekleĢtirilecek 

protein disülfit bağları içeriyorsa renatürasyon tamponu redoks sistemini dengede 

tutabilmelidir. Bunun için düĢük molekül ağırlığındaki indirgenmiĢ ve yükseltgenmiĢ 

formdaki glutatyon, sistein ve sisteamin gibi tiyol bileĢiklerinin bir karıĢımı 

kullanılabilir (Lilie, Schwarz et al. 1998). Refolding verimini arttırmak için düĢük 

molekül ağırlıklı bazı kimyasallar veya deterjanlar kullanılmaktadır. Kullanılan 

kimyasalların bir kısmı katlanmayı arttırırken bir kısmı da çökelmeyi baskılayıcı 

olarak etki etmektedir (Bajorunaite, Sereikaite et al. 2007). L-Arjinin çökelmeyi 

baskılayıcı, siklodekstrinler (Rozema and Gellman 1996) ise proteinlerde çökelmeyi 

önleyici olarak kullanılmaktadır. β-siklodekstrin kromotografik olarak His-tag 

rekombinant proteinlerin in vitro tekrar katlanma çalıĢmalarında kullanılmıĢtır. 

Doğru katlanmanın sağlanması için proteinden hem denatüre edicinin hem de 

deterjanın uzaklaĢması gerekir. β-siklodekstrin deterjanın uzaklaĢmasını sağlayarak 

doğru katlanmaya yardımcı olur (Oganesyan, Kim et al. 2004). 
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8.3. Ek 3 

 

Agaroz jel elektroforezde kullanılan çözeltiler ve hazırlanması 

50XTAE 

242 gr Tris Base, 57.1 ml Asetik asit, 100 ml 0.5 M EDTA destile su içerisinde 

çözülerek 1 litreye tamamlanır. 

 

Agaroz jel (% 0.8) 

Agaroz  (0.4 g) tartılır ve 1XTAE (50 ml) ile karıĢtırılır ve mikrodalga fırında 

ısıtılarak çözülür. YaklaĢık 55°C’de 2 µl etidyum bromür (10 mg/ml) ilave edilir. 

Hazırlanan çözelti kasete dökülür ve taraklar yerleĢtirilerek jelin donması beklenir. 

Donduktan sonra tarak çıkarılarak içerisinde 1XTAE (300 ml)  ve etidyum bromür 

(12.5 µl, 10 mg/ml) bulunan elektroforez tankına yerleĢtirilir. 

 

Etidyum bromür (10 mg/ml) 

100 mg Etidyum bromür distile su içerisinde çözülerek 10 ml’ye tamamlanır. Filtre 

edilerek koyu renkli bir ĢiĢe içerisinde oda ısısında saklanır. 

 

6XDNA yükleme tamponu 

%0.15 Bromofenol mavisi, %30 Sükroz. Distile su içerisinde çözülerek 10 ml’ye 

tamamlanır. Koyu renkli bir ĢiĢe içerisinde oda ısısında saklanır. 

 

Besiyerler ve Hazırlanması 

LB (Luria-Bertani) broth besiyeri 

Pepton (10 g/l), maya ekstrakt (5 g/l), NaCI (5 g/l) distile su içerisinde çözülerek pH 

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

LB (Luria-Bertani) agar besiyeri 

Pepton (10 g/l), maya ekstrakt (5 g/l), NaCI (5 g/l), agar (15 g/l) distile su içerisinde 

çözülerek pH 7’ye ayarlanır ve 1 litreye tamamlanır. Otoklavda 121°C’ta 15 dakika 

sterilize edilir. Besiyeri otoklavdan çıktıktan sonra 55-60°C’ye soğutulduktan sonra 

gereken antibiyotik ilavesi yapıldıktan sonra temiz petrilere dökülerek katılaĢmaya 
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bırakılır. KatılaĢan petrilere besiyerinin adı ve hazırlanıĢ tarihi yazılarak 4°C’de 

muhafaza edilir. 

SOC besiyeri 

%2 Pepton, %0.5 maya ekstrakt, 10 mM NaCl (2.92 g), 2.5  mM KCl (3.73 g), 20 

mM MgCl2 (20.2 g), 20 mM MgSO4 (24.6 g), 20 mM glukoz (9.0 g). Distile su 

içerisinde çözülerek 100 ml’ye tamamlanır. 0.45’lik steril filtreden geçirilerek -

20°C’de 200 l’lik stoklar halinde saklanır. 

Oto-indüksiyon besiyeri 

5 g maya ekstraktı, 20 g pepton, 5 g sodyum klorür, 6 g sodyum fosfat dibazik, 3 g 

potasyum fosfat monobazik tartılır; % 10’luk glukoz çözeltisinden 5 ml, % 60’lık 

gliserol çözeltisinden 10 ml ve % 8’lik laktoz çözeltisinden 25 ml eklenir. pH 7’ye 

ayarlanır ve hacim 1 litreye tamamlanır. Hazırlanan besiyeri, 121°C’de 15 dakika 

otoklavlanarak sterilize edilir. 

 

TB-Besiyeri 

24g maya ekstraktı, 12g pepton, 4ml gliserol 900ml deiyonize su içinde hazırlanır. 

121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir. 2.3g KH2PO4, 12.5g K2HPO4 

100ml deiyonize suda hazırlanır. 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir. 

Besiyeri kullanılacağı zaman K tuzları çözeltisi eklenir. 

 

M9 Tuzları Minimal Besiyeri 

5xM9 Tuzları 

6.4g Na2HPO4.7H2O, 1.5g KH2PO4, 0.25g NaCl, 0.5g NH4Cl deiyonize su ile 100ml 

hazırlanır.  

Besiyeri kullanılacağı zaman; 

20ml M9 tuzları çözeltisine steril 1M MgSO4, 1M CaCl2, 2ml %20 Glukoz 

çözeltisinden eklenir. Steril deiyonize su ile 100ml’ye tamamlanır. 

 

SDS-PAGE‘de Kullanılan Çözeltiler ve Hazırlanması 

% 10’luk APS Çözeltisi 

Amonyum persülfat (0.1 g) tartılarak 1 ml saf suda çözülür. Çözelti taze 

hazırlanmalıdır. 
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% 10’luk SDS Ççözeltisi 

Sodyum dodesil sülfat (5 g) tartılarak bir miktar saf suda çözülür ve hacim 50 ml’ye 

tamamlanır. 

% 30’luk Akrilamid Çözeltisi 

Akrilamid (30 g ) ve bis-akrilamid (0.8 g) tartılarak ve hacim 100 ml’ye tamamlanır. 

1.5 M Tris Tampon (pH 8.9) 

Tris (36.34 g) tartılarak bir miktar saf suda çözülür ve pHsı 8.9’a ayarlanır. Destile 

suyla hacim 200 ml’ye tamamlanır. 

1 M Tris Tampon (pH 6.8) 

Tris (12.11 g) tartılarak bir miktar saf suda çözülür ve pHsı 6.8’e ayarlanır. Destile 

suyla hacim 100 ml’ye tamamlanır. 

SDS Yürütme Tamponu 

Tris (3.03 g), glisin (14.04 g)  ve SDS (1 g) tartılarak bir miktar saf suda çözülür, 

hacim saf su ile 1 litreye tamamlanır. 

6XÖrnek Yükleme 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) karıĢtırılarak hazırlanır. Hazırlanan 

çözeltiden 375 µl tüplere aktarılır. Kullanılacağı zaman mikrotüpe, 125 µl  β-

merkaptoetanol ilave edilir. 

 

Jel Boyama Çözeltisi 

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

500ml’ye tamamlanır. 

 

Çözeltiler 

Lizozim Çözeltisi 

10mg lizozim 1ml 50mM Tris-HCl (pH 8) tamponunda hazırlanır. 

 

100mM PMSF Çözeltisi 

0.17g PMSF 10ml izopropil alkol içinde hazırlanır. -20°C’de saklanır. 
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100 mM IPTG Çözeltisi:  

0.12 g IPTG steril su ile 5 ml’ye tamamlanır. -20°Cde saklanır. 

 

100 mM CaCl2 Çözeltisi 

1.5 g CaCl2.2H2O deiyonize suyla 100 ml’ye tamamlanır. 121°C’de 15 dakika 

otoklavlanarak sterilize edilir. 

 

100 mM MgCl2 Çözeltisi 

2g MgCl2 deiyonize suyla 100 ml’ye tamamlanır. 121°C’de 15 dakika 

otoklavlanarak sterilize edilir. 

 

85mM CaCl2 %15 Gliserol Çözeltisi 

1.2 g CaCl2.2H2O ve 15ml gliserol deiyonize suyla 100 ml’ye tamamlanır. 121°C’de 

15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir. 

 

BCA Deneyi 

 

Reaktif A- 1g bicinchoninic acid, 2g Na2CO3.H2O, 0.16g sodyum tartarat, 0.4g 

NaOH, 0.95g NaHCO3 100ml deiyonize suya eklenir. Çözelti pH’sı NaOH ile 11.3’e 

ayarlanır. 

 

Reaktif B- 4g CuSO4.5H2O çözeltisi 100ml deiyonize suda hazırlanır. 

 

Reaktif C- Reaktif A ve B’nin (1:1) karıĢtırılması ile hazırlanır. 

 

   0.01-0.2mg/ml konsantrasyonlarda BSA standartları hazırlanır. Analiz edilecek 

örnekler ve standartlardan 100µl alınır ve 100µl Reaktif C ile karıĢtırılır. Örnekler 

37°C’de yarım saat inkübe edilir. Ġnkübasyon sonunda örnekler 562nm’de okunur. 

Standart grafiği çizilir ve bilinmeyen konsantrasyon grafikten belirlenir. 
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