


TANNIK ASIT MODIFIiYELI MANYETIK NANOTANECIKLER UZERINE
y-GLUTAMIL TRANSPEPTIDAZIN KOVALENT iMMOBILIZASYONU

Jehad DAANA

YUKSEK LISANS TEZi
KiMYA ANABILIM DALI

GAZI UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

AGUSTOS 2018



Jehad DAANA tarafindan hazirlanan “TANNIK ASIT MODIFIYELI MANYETIK
NANOTANECIKLER  UZERINE y-GLUTAMIL TRANSPEPTIDAZIN KOVALENT
IMMOBILIZASYONU” adli tez galismasi asagidaki jiri tarafindan OY BIRLIGI ile Gazi
Universitesi, Kimya Anabilim Dalinda YUKSEK LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

L)
Damisman: Prof. Dr. Hayrettin TUMTURK

Kimya Anabilim Dali, Gazi Universitesi a 1 /
Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum o, .l. h\‘

Baskan: Dog. Dr. Lokman UZUN

Kimya Anabilim Dali, Hacettepe Universitesi
Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksck Lisans Tezi oldugunu onayliyorum fm‘%&w

Uye: Dog. Dr. Gokhan DEMIREL
Kimya Anabilim Dali, Gazi Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum

Tez Savunma Tarihi: 13/08/2018

Jiiri tarafindan kabul edilen bu tezin Yiiksek Lisans Tezi olmasi i¢in gerekli sartlari yerine getirdigini

onayliyorum.

Prof. Dr. Sena YASYERLI

Fen Bilimleri Enstitiisii Miidiirii



ETIiK BEYAN

Gazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitisii Tez Yazim Kurallarina uygun olarak

hazirladigim bu tez ¢aligmasinda;

e Tez icinde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar
gercevesinde elde ettigimi,

e Tim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglar1 bilimsel etik ve ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu,

e Tez galismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak
gosterdigimi,

e Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigimu,

e Bu tezde sundugum c¢aligmanin 6zgiin oldugunu,

bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi beyan

ederim.

Jehad DAANA
13/08/2018



v

TANNIK ASIT MODIFIYELI MANYETIK NANOTANECIKLER UZERINE
¥ -GLUTAMIL TRANSPEPTIDAZIN KOVALENT IMMOBILIZASYONU
(Yiiksek Lisans Tezi)

Jehad DAANA

GAZI UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
Agustos 2018

OZET

Son yillarda manyetik nanotaneciklerin (MNP’ler) gelistirilmesinde dikkate deger basarilar
ortaya cikarilmistir. Enzimlerin, reaksiyonlar1 katalizleme ve kompleks sentezlere girme
kabiliyeti onlar1 uzun zamandan beri endiistriyel ve arastirma uygulamalarinin ¢ogunda
kullanim i¢in cazip kilmistir. Bu ¢alismada, y-Glutamil transpeptidaz enziminin kovalent
baglanmasi i¢in ylizeyi modifiye edilmis manyetik nanotanecikler kullanilmistir. y-
Glutamil transpeptidaz (y-GGT; EC 2.3.2.2), glutatiyon y-glutamil grubunun bir amino
grup asit veya peptide gecisini katalizleyen enzimdir. Fe3Os MNP’ler iyi bilinen ortak
coktiirme reaksiyonu vasitasiyla hazirlanmistir. Sonug¢ olarak bir bitkiden tiiretilen bir
polifenol (Hidroksil gruplarca zengin) olan tannik asitin yap1 yonlendirme ajani ve ayni
zamanda stabilizer olarak kullanilmasi ile GGT yi kovalent olarak hareketsizlestirebilmeyi
saglamak icin manyetik nanotaneciklerin yiizeyi modifiye edilmistir. Ortam pH 9,2 ye
getirildikten sonra tannik asit ile modifiye edilmis nanotaneciklerin tizerine GGT kovalent
sekilde immobilize edilmistir. MNP’ler iizerine % 92.98 enzim yiiklenmistir. Immobilize
enzim, pH 8,5 ve 60 °C da maksimum katalitik aktivite gostermistir. Serbest ve immobilize
enzimin kinetik parametreleri Lineweaver—Burk grafigine gore degerlendirilmistir. Fe3O4
ve onun modifiye formlarinin 6zellikleri, Fourier transform infrared spektroskopisi (FTIR),
UV-goriiniir bolge spektrometresi, taramali elektron microskobu (SEM), gecirimli elektron
mikroskobu (TEM), X-ism1 fotoelektron spektroskopisi (XPS), titresimli numune
manyetometresi ile incelenmistir.
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ABSTRACT

In recent years, noticeable achievements have been spent in the development of magnetic
nanoparticles (MNPs). Enzymes ability to catalyze reactions and engage in complex
syntheses has long made them attractive for use in a multitude of industrial, and research
applications. This work presents the synthesis and uses surface modified magnetite
nanoparticles for the covalent attachment of y-Glutamyl transpeptidase enzyme. v-
Glutamyl transpeptidase (y-GGT; EC 2.3.2.2) is an enzyme that catalyzes the transfer of
the y-glutamyl group of glutathione to an amino acid or a peptide. The activity of GGT is a
critical indicator for liver function. In addition, it is used as a biochemical marker for
alcohol consumption because there is a direct relationship between alcohol intake and the
activity of GGT. Fe304 MNPs were prepared via well-known co-precipitation reaction.
Subsequently, the surface of magnetic nanoparticles was modified by employing a plant-
derived polyphenol (rich with hydroxylic groups) tannic acid as the structure-directing
agent as well as the stabilize to enhance the ability to immobilize GGT covalently. GGT
was covalently immobilized on tannic acid modified MNPs after exposing nanoparticles to
pH 9,2. Enzyme loading was 92,98% onto the MNPs. The immobilized enzyme
demonstrated maximum catalytic activity at pH 8,5 and 60 °C. The kinetic parameters of
free and immobilized enzyme were evaluated according to the Lineweaver—Burk plot. The
properties of Fe3O4 and its modified forms were examined by Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), UV-vis spectrometer, scanning electron microscopy (SEM),
transmission electron microscopy (TEM), X-ray photoelectron spectroscopy (XPS),
vibrating sample magnetometry (VSM).
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Key Words : Immobilization, vy-Glutamyl transpeptidase, Tannic acid, co-
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1. GIRIS

Nanomalzemelerin ilging yeni ve ileri fizikokimyasal 6zeliklerini gelistirmek ig¢in
arastirmacilar, yillardir basit kiiresel parcaciklardan ziyade yapisal olarak farkhi
nanotaneciklerin avantajlarin1 aragtirmaktadirlar [1]. Nanoteknoloji ve molekiiler
biyolojideki gelismeler, geleneksel hastalik teshis ve tedavisi ile ilgili noksanliklarin
giderilmesi suretiyle c¢ok fonksiyonlu nanotaneciklerin biyomedikal uygulamalara
donlismesine yardimci olmustur. Son yillarda, biyofonksiyonel nanotaneciklerin tasarim ve
iretimi birgok farkli alanda yaygin ilgi uyandirmaktadir. Biyoteknolojide kataliz,
biyoalgilama i¢in arag, tipta ila¢ dagitimi, hastalik teshisleri i¢in tami kiti, hiicre igi
goriintiileme sistemleri olmak {izere bircok potansiyel uygulamalar1 sebebiyle

nanomalzemeler, etrafimizdaki diinyay:1 kokten degistirmeye baslamistir [2].

Farkli alanlardaki uygulamalar nanotaneciklerin kimyasal kompozisyonu, kolloidal
kararliligi, kristal yapisi, manyetik davranisi, adsorpsiyon ozellikleri, ¢ozliniirliik ve diistik
toksisite gibi fiziksel, kimyasal ve farmakolojik 6zellikleri hakkinda ayrintili bilgi sahibi
olmay1 zorunlu kilar [3]. Cesitli kompozisyonlarda nanotanecik sentezi i¢in birka¢ uygun
metot gelistirildigi halde, yukarida anlatilan alanlarda nanotaneciklerin basaril
uygulamasi, degisik sartlar altinda taneciklerin kararliligina fazlasiyla baghdir [4]. Bu
uygulamalarin ¢ogunda, malzemeye bagl fakat tipik olarak 10-20nm civarinda olan
nanotaneciklerin boyutu kritik bir degerin altinda oldugunda parcaciklar en iyi performansi

gosterirler [5].

Nano-boyutlu demiroksit pargaciklar veya manyetik nanoparcaciklar, cogunlukla dogada
en kuvvetli manyetik mineral olarak bilinen 5-20 nm ¢apindaki manyetit (Fe3Os), veya
maghemitten (Fe2Os) olugmaktadir. Manyetik nanotanecikler yiiksek miknatislama
degerinin yanisira ¢ok kiiciik ve dar boyut dagilimina sahip olmalar1 nedeniyle 6zelikle
farmasotikler , malzeme bilimi ve biyomedikal amaclar icin yogun sekilde dikkatleri
lizerine ¢ekmistir [6]. Dar boyut dagiliml, iyi tasarlanmig ilag dagitimli ve doku sivisinda
iyi dagilan siiperparamanyetik nanotanecikler (SPION) biyomedikal uygulamalarda
onemlidir. Ornegin 50 nm den daha biiyiik capta polimer kapli manyetik nanotanecikler
karacigerde veya dalakta tutulabilirken 30 nm den kii¢lik olanlar ise hizl1 sekilde hemen
hemen hepsi komple viicutta dagilir. Normal olarak manyetik nanotanecikler daha ¢ok lenf

diiglimlerine girerler ve yavasga atilirlar [7].



Manyetik nanotanecikler, sentez sonrast ve ylizeylerinin islevsel hale getirilmesinin
ardindan optimum manyetik zenginlik i¢in yiiksek manyetik hassasiyete sahip olmali ve
uygulanan manyetik alanin uzaklastirilmasindan sonra manyetik 6zelligini kaybetmelidir
(stiperparamanyetik 0zellik). Boyle manyetik nanotanecikler genis ve sabit bir manyetik
momente sahip olurlar ve uygulanan manyetik alana hizli cevap veren biiyiik bir
paramanyetik atom gibi davranirlar. Bu 6zellikler biyomedikal uygulamalarin genis bir
aralid1 i¢in sliperparamanyetik nanotanecikleri olduk¢a cazip kilar, ¢linkii oda sicakliginda

topaklanma olusum riski gézardi edilebilirdir [8].

Fe;04 ve FexO3 gibi demir oksitler dahil, nanoyapili manyetik tanecikler cok sayida
degisik kompozisyon ve fazlarda sentezlenmistir. Son on yilda ¢ogu arastirmalar manyetik
nanotaneciklerin sentezine iizerinedir. Ozellikle son birkag yil siiresince ¢ogu yaym, sekil
kontrollii, oldukc¢a kararli ve monodispers manyetik nanotanecikler elde etmek iizere etkin
yontemler tanimlamustir. ikili ¢oktiirme, termal bozunma ve /veya indirgenme, misel
sentezi, mikrodalga destekli hidrotermal sentez ve lazer piroliz teknikleri dahil birkag
popliler metot, tiimiiyle yiiksek kaliteli manyetik nanotaneciklerin sentezine yoneliktir [9].
Bununla beraber, yiiksek kristallinite ve nanometre skalasinda kii¢iik boyutlu monodispers
manyetik nanokristallerin sentezleri i¢in polar olmayan ¢ozelti i¢inde organometalik ve

koordinasyon bilesiklerinin 1s1l bozunmasi basarili sekilde kullanilmistir [10].

Bununla birlikte, bu metotlarla sentezlenen manyetik nanokristaller genellikle hidrofobik
yiizey aktif maddeler ile kararli hale getirilmistir. Bununla birlikte yiikksek manyetik alan
sorumlulugu olan suda dagitilabilir taneciklerin revagta oldugu biyo baglantili alanlarda
uygulanmalarint  asir1 derecede zorlastiran diisiik manyetiklige sahip suda dagitilabilir
taneciklerin yer aldigi diisiik bir miknatislanmaya sahiptirler. Bundan dolayi; kontrol
edilebilir boyutlu, hizli manyetik yanitli ve istenilen ylizey 6zellikli suda ¢oziinebilir
demir oksit nanokristallerinin liretimine yogun gayret gosterilmistir [11]. Sentez esnasinda
veya sonrasinda ¢iplak manyetik nanotanecikleri bozunmaya kars1 kimyasal olarak kararl
hale getirmek {izere koruma stratejileri gelistirmek cogu uygulama i¢in bu nedenle
onemlidir. Bu stratejiler, asilama veya yiizey aktif maddeler ya da 6rnegin dextran [12-13]
gibi polimerler, polivinil alkol (PVP) [14], veya altin gibi inorganik metallerin, (grafit gibi)
metal olmayanlarin veya oksit siilfatlarin (6rnegin SiO») [15] birka¢ atomik katmaninin
yerdegistirmesini iceren organik tiirlerle kaplamaktan olusur. Bir ¢cok durumda koruyucu

kabuklarin sadece nanotanecikleri kararli hale getirmekle kalmayip ayn1 zamanda istenilen



uygulmaya bagl olarak 6rnegin diger nanotaneciklerle veya cesitli ligandlarla daha fazla

islevsellestirmek i¢in kullanilabilecek olusu ise dikkat ¢ekicidir.

Islevsellestirilmis nanotanecikler uygulamalar igin katalizleme, biyoetiketleme, enzim
immobilizasyonu ve biyoayirma gibi alanlarda umut vericidir. Ozellikle tipki kiigiik ve
manyetik olarak ayrilabilir pargaciklarin yliksek dagilma, yiiksek reaktiflik ve kolay
ayrismanin biraraya geldigi homojen sistemler gibi, siv1 faz katalitik reaksiyonlarinda bu
nanotanecikler siklikla kullanilmaktadir [16] . Daha 6nce bahsedildigi gibi fiziksel ve
kimyasal olarak stabil kolloidal sistemlerin elde edilmesi i¢in manyetik nanotaneciklerin
korunmast birinci derecede Onemlidir. Yiizey kaplama manyetik nanotaneciklerin
topaklanmadan korunmasinda, 6zel olmayan hiicre etkilesimlerini sinirlandirmak ve ilag
kinetigini, ila¢ salinimin1 ayarlamak ve biyoaktif molekiiller veya hedef ligadlar ile daha
fazla konjugasyon icin islevsellik saglamak ve cok fonksiyonlu nanotanecikler elde etmek

icin biiylik rol oynar [17].

Polimerik manyetik nanotanecikler, inorganik manyetik nanotaneciklerin sentetik
polimerler ile kaplanmasi veya kapsiillenmesi ile hazirlanabilir. Bu polimerik manyetik
nanotanecikler, polimerin yiiksek ekstraksiyon kapasitesi ile manyetik nanotaneciklerin
kolay ayrilma oOzellligini biraraya getirir. Son zamanlarda polimerik manyetik
nanotaneciklerin birgok uygulamalar1 ve manyetik molekiiler isaretlenmis polimerler

mevcuttur [18].

Endiistriyel ve biyomedikal uygulamalar i¢in immobilize enzimlerin ¢6ziinebilir formlar
veya alternatif teknolojileri lizerine avantajli imkanlar1 sebebiyle olduk¢a fazla dikkat
cekicidirler [19] . Enzim tutma kabiliyeti, biyokatalizoriin reaksiyon ortamindan kolay
ayrilmasi, iirtindeki enzim kirliliginin giderilmesi ve mikrobiyal safsizliklarin 6nlenmesi
gibi essiz avantajlar1 olan enzim immobilizasyonu ile proteinin tasinimi veya ard arda
gelen proses asamalarina kadar enzimlerin aktifligi korunur [20]. Enzimlerin kat1 destekler
iizerinde immobilizasyonu ile enzim stabilitesini, proteoliz etkinligini, ayn1 zamanda tekrar
kullanim i¢in geri kazanimi da iyilestirebilir [21]. Yiizeyi islevsellestirilmis manyetik
nanotanecikler enzim immobilizasyonu i¢in ¢ok genis spesifik yiizey alanina sahiptir. Aynm
zamanda, substrat ile {iriin difiizyonunun smirlandirmasini azaltmay: saglayabildigi ve
katalitik etkinligi artirdigindan dolayr enzim immobilizasyonu i¢in ideal destekler olarak

cok fazla dikkat cekmektedir [20]. Manyetik nanotanecikler {izerine enzimlerin



immobilizasyonu i¢in bilinen kullanim1 olan metodlardan biri, parg¢aciklarin ve enzimlerin
tizerinde kimyasal boliimler arasinda kovalent baglanmanin olustugu yalin veya modifiye
manyetik nanotanecikler iizerine kovalent baglanmadir. Bu metot enzim kaybi ile ¢ok sik
iliskilendirilmistir. Bu durum enzimin manyetik nanotanecige giiclii baglanmasiyla

engellenebilir [22].

Bu tez kapsaminda, y-glutamil transpeptidaz tannik asit modifiyeli manyetik
nanotanecikler (Fe304-TA) tizerinde kovalent baglanma ile immobilize edilmistir. Serbest
ve immobilize enzimin aktivitesine pH nin, sicakligin etkisi yaninda kinetik parametreler
ve tekrar kullanim sayilar1 incelenmistir. Kimyasal stabiliteye sahiplik, iyi manyetik
ozellikler ve harici manyetik alan altinda reaksiyon ortamindan kolaylikla ayrigtirilabilir
olmas1 sebebiyle y-glutamil transpeptidazin immobilizasyonu i¢in destek malzemesi olarak
tannik asit modifiyeli manyetik nanotanecikler segilmistir. ilk olarak ikili ¢oktiirme metodu
ile manyetik nanotanecikler sentezlenmistir. Dopamin ve polifenoller gibi diol gruplari
iceren tannik asit igeren molekiiller Fe;O4, TiO2 v.b ile yiikk aktarim kompleksleri
olusturabilirler [23]. Bu nedenle tannik asit yapisindaki fenolik hidroksil gruplar ile
manyetik nanotaneciklerin yapisindaki Fe(Ill) arasindaki koordine baglar sayesinde
manyetik nanotanecikler tannik asit ile modifiye edilmistir. Son olarak, tannik asitle
modifiye edilmis manyetik nanotaneciklerin yiizeyine y-glutamil transpeptidaz enzimi
kovalent olarak immobilize edilmistir. Kovalent immobilizasyon; pH’a karsi duyarl
kovalent baglar ile oda sicakliginda Schiff-baz1 vermek iizere tepkimeye giren kinon ve
amin igeren GGT’nin olusumu ile elde edilen karbonil gruplar tarafindan yapilmistir.
Schiff baz olusumu FTIR analizleri ile kanitlanmistir. Biitiin nanotanecikler XPS, VSM,
FTIR ve TEM ile karakterize edilmistir. Immobilizasyon basariyla yiiriitiilmiis ve enzim
aktivitesi immobilizasyon prosesinden sonra belirli bir pH ve sicaklik araligina kadar

tyilestirilmistir.



2. TANNIK ASIT

2.1. Yapisi

Bilinen bir flavonoid olan tannik asit oldukc¢a sasirtict biiyiikliikte bir molekiildiir. Organik
malzemenin bozunmasini basaran bitkiden tiiretilen bir polifenoldiir. Flavonoidler, benzo-
y-pyrone yapisina sahip polifenolik bilesiklerin genis bir grubunu igerirler ve bitkilerde
yaygin olarak bulunur ve mikrobiyal enfeksiyona tepki olarak bitkiler tarafindan
sentezlenir [24]. Tannik asit (TA) dogal, zehirsiz, suda ¢oziilebilen molekiil agirlig
1701,20 Da civarinda, ve merkezde glukoz birimine bagli bes gallik asit ve diger bes gallik
asidin de bu bes galik aside her biri digerine bir ester bagi ile baglanmis hidroliz edilebilen
tanninin tipik bir formudur. Bununla birlikte tannik asitin ortalama formil agirlig
acisindan temsili yapist Sekil 2.1° de gostermistir. Tannik asit ayrisma derecesinin
fonksiyonu olarak 7-8 araligindaki pKa degerinden dolay:1 hafif asidik bazik kosullarda
glukoz ve gallik aside kismen hidroliz olur [25]. Glukoz, bazik pH da iyi bir stabilize edici
ajan olma oOzelligini biinyesinde barindrir fakat ayni anda da oda sicakliginda zayif
indirgeme ajanidir, gallik asit de bu kosullarda zayif bir stabiliteye sahiptir. Bu iistiin
ozellikler sayesinde, tannik asit oda sicakligi ve bazik sartlarda ideal, cevre dostu
indirgeyici ve stabillestirici ajan olarak kullanilmaktadir [26]. Ayrica Gida ve Ilag
Yonetimi (FDA) tarafindan giivenli kimyasal olarak ve gida {iriinlerinde dogrudan katki

maddesi olarak kullanimi1 kabul edilmistir [27].

Resim 2.1. Caydaki tannik asit



Katekollerin kovalent ve kovalent olmayan etkilesimlerle yiizeye giicli bir bagla
baglandigmin bilindigi ve denizcilikte polifenolik protein yapistiricilarin 6nde gelen
bilesenleri oldugu icin, bitkisel polifenollerin yiiksek dihidroksifenil (katekol) ve
trihidroksifenil (gallik asit, GA) igerigi yiizey modifikasyonu ¢ergevesinde, daha fazla ilgi
cekmektedir [24].

OH

OH
OH

Sekil 2.1. Tannik asit yapis1 (C76Hs2046)

2.2. Uygulamalar ve Biyoaktiflik

Cok fonksiyonlu yiizey kaplamalari i¢in dogadan esinlenme son birkag¢ yil i¢inde trend
haline gelmistir. Amin veya tiyol gruplu biyomolekiiller (enzimler, proteinler ve hiicreler)
bazik ortamda Schiff bazi olusumu veya Michael katilma reaksiyonlar1 iizerinden kinon
gruplar1 iceren tannik asit ile islevsellestirilmis bir yiizey lizerine kolaylikla kovalent
olarak immobilize edilebilirler [28]. Bu durum, fenolik hidroksillerin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinin zengin olmasindan kaynaklanmaktadir. Tannik asit ile islevsellestirilmis
yiizeyler, DNA hidrojel olusumu i¢in molekiiler yapistirict olarak, radikal temizleme,
organizma ve laboratuvar sistemlerinde antioksidan [29], kaplama, dayanikli film veya

parcacik miihendisligi i¢in koordinasyon kompleksleri ve siipermolekiillerin montaj1 i¢in



kullanilabilir. Tannik asit, elektrostatik etkilesim kurma, hidrojen bagi olusturma ve
hidrofobik  etkilesim  yeteneginden dolayr  kolajen, jelatin, albumin  gibi
biyomakromolekiiller ile dogrudan etkilesebilir [30]. Son zamanlarda, tannik asidin ¢esitli
hayvan hiicrelerinde kanser onleyici kimyasal olarak kullanildig1 da gosterilmektedir [31] .
Yapilan bir ¢alismada, UV-GB radyasyona maruz birakilan tiiysiiz farelerde olusan cilt
tliimoriiniin ilerlemesini tannik asitin yaklasik % 70’ e kadar baski altina aldig1 belirtilmistir

[32].

Tannik asit molekiiliiniin yapisindaki polifenolik gruplar bazik sartlarda havanin oksijeni
ile aktif kinon gruplarina kolaylikla oksitlenebilir. Bu gruplar, bazik sartlarda kararli bir
capraz bagli ag olusumuyla biyomolekiillerin yapisindaki primer amin gruplariyla
reaksiyona girerek kovalent baglar olusturabilir (Michael katilmasi neticesinde). Hem yap1
yonlendirici hem de stabilizator olarak dikkat ¢eken tannik asit, manyetik nanotaneciklerin
yiizeyine biyomolekiillerin kovalent immobilizasyonu icin biiyiik kolaylik saglayacaktir

[33].

2.3. Tannik Asit — Polidopamin Karsilastirma

Dopamin, memelilerin merkezi sinir sisteminde sinir ileticisi ve onemli bir hormondur
[34]. Dopamin, (DOPA, 3,4-dihidroksifenilalanin) son zamanlarda biyomimetik nano
kaplamalarin substratlar iizerine sabitlenmesi i¢in bir molekiiler yap1 tasi olarak ortaya
cikmistir (Sekil 2.2) [35]. Dopaminin sulu ¢ozeltilerine daldirilmis substratlar, siklikla
polidopamin (PDOPA) olarak tanimlanan kendiliginden olusan uygun kaplamalari
olusturur. En iyi PDOPA kaplama olusumu bazik pH ‘da olusur [36]. Dopamin basit ¢evre
sartlarinda havadaki oksijen ile de polimerlesebilir. Bununla birlikte, ince ve genis aralikli
inorganik-organik maddelerin ylizeyinde kendi kendine gerceklesen iyi bilinen oksidatif
polimerizasyonuyla yiizeye yapisan polidopamin tabakasmi olusturabilir [37]. Ilging bir
bicimde tannik asit fazla miktarda katekol ile gallol fonksiyonel gruplara sahiptir ve
dopamin ile yapisal benzerliginden dolay1, tipki polidopamin gibi giiclii katt sivi1 arayiiz ve
capraz baglanma ozellikleri gostermesi beklenir [38].Xiong ve arkadaslari, polifenolik
hidroksil gruplarinin kinon gruplarina oksitlenmesini ve vaskiiler endotelyal gelisme
faktorlinlin (VEGF) tannik asit aracilig1 ile immobilizasyonunu rapor etmistir. Calismada,
tannik asit modifiyeli poliallilamin (TA-PAA) yapisindaki kinon fonksiyonel gruplar1 ve

VEGF yapisindaki amin gruplari arasinda Schiff baz olusumu veya Michael katilma



reaksiyonlar1 ile VEGF TA-PAA iizerine kovalent olarak immobilize edilmistir [39].
Ayrica, tannik asitle modifiye edilmis nanotanecikler iizerinden tripsinin immobilizasyonu
Atacan ve arkadaglar1 tarafindan tarif edilmistir. Sonug¢ olarak, tannik asitle modifiye
manyetik nanotaneciklerin enzim immobilizasyonu i¢in iyi kat1 bir destekler oldugunu
bildirmisglerdir [40-41]. Sileika ve arkadaslari, polidopamine benzer kaplamalar olusturmak
iizere tannik asitin oksidatif polimerlesmeye egilimini tanimlamistir [42]. Ayn1 zamanda
Ejima ve arkadaslari, demir iyonlariyla koordinasyon kompleksleri kullanarak yeni bir

tannik asit kaplamanin gelistirildigini rapor etmislerdir [43].

Polidopamin kapli yiizeyler ¢cok genis aralikta kullanim alanina sahip olmalarina ragmen,
tannik asitin daha ucuz, antibakteriyel, antioksidan ve sitotoksik 6zelliklerinden dolay1 en
az polidopamin kapl yiizeyler kadar ilgi ¢ekmektedir. Karakteristik olarak polidopamin
kaplamalarinin koyu rengi bazi pratik uygulamalar i¢in engelleyici olabilir [44]. Son
zamanlarda renksiz bir PDOPA kaplama metodu 6nerilmis ve kaplama masrafinin kabaca

dort kat azaltilmasi saglanmistir [45].
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Sekil 2.2. Dopaminin yapisi



3. MANYETIK NANOTANECIKLER

Nanotanecikler nanoteknolojideki hizli gelismenin ilk siralarinda yer almaktadir. Ustiin
boyut dagilimli 6zellikleri bu malzemeleri bazi arastirma alanlarinda vazgecilmez ve
miilkemmel yapmaktadir. Manyetik demir oksitler insanlara ylizyillardir hizmet
vermektedirler, 6rnegin kii¢iik demir oksitin uygulamasi olan nanotanecikler (IONP’ler)
laboratuvar ortaminda neredeyse yarim yiiz yildir kullanilmaktadir. Son on yilda
stiperparamanyetik nanotanecikler teknolojik uygulama i¢in yogun olarak gelistirilmistir.
Ferrit kolloidleri, manyetit (Fe3O4) ve maghemit (y-Fe;Os), medikal ve farmasdtik
sahalarda biyouyumlulugu ve biyobozunabilirligi sebebiyle simdiye kadar manyetik

nanotaneciklerin en dikkat ¢eken ana orneklerindendir [46].

Manyetit (Fe304), O iyon ve [111] ydniinde sik1 istiflenmis yiizey merkezli kiibik spinel
yaptya sahiptir. (FesO4) hem divalent hem de trivalent demirin her ikisini birden
icermesiyle diger tiim demir oksitlerden ayrilir. Fe3Os, Fe?iyonlarinin tiimiiniin oktahedral
bélgenin yarisini kapladigi ve Fe** iyonlarmn kalan oktahedral ve tetrahedral sahada ayni
oranda ayrildig1 yerdeki oksit iyonlarmin sik kiibik diziliminden olusan ters kiibik spinel
yaptya sahiptir. Stokiyometrik manyetitte Fell/Felll = %2 ve iki degerlikli demirler kismen
veya tamamen diger iki degerlikli iyonlarla (Co, Mn, Zn v.b) yer degistirebilir. IONP’lerin
manyetik Ozellikleri ile boyut ve sekil arasindaki iligkiyi anlamak manyetizmanin veri
depolama ve biyoayirma alanlarinda yaygin uygulamalar i¢in dnkosuldur. Genel olarak
doygunluk manyetizasyonu siklikla 1 emu g'!” den daha kiigiik oldugu halde, Hematit (o-
Fe»0s) oda sicakliginda zayif bir ferromanyetizmaya sahiptir. Bununla beraber 92 emu g™’
a erisen doygunluk manyetizasyonu ile vy-Fe;Os ve FesOs4, oda sicakliginda

ferrimanyetizma 6zellik gosterir [47].

Stiperparamanyetizma, yliksek ylizey alani, biiylik yiizey-hacim orani, diisiik toksisite, dig
manyetik alan altinda kolay ayrisma gibi 6zgiin 6zellikler sebebiyle Fe;O4 nanotanecikler,
biyomalzemelerin immobilizasyonu, biyoayrigma, c¢evresel islem, biyomedikal ve
biyomiihendislik kullanimi1 ve gida analizleri gibi farkli alanlarda muhtesem potansiyele
sahiptir [48]. Fe3O4 nanotaneciklerinin sentezi i¢in gaz faz kati biriktirme ve elektron
parlamasi, tas baski gibi fiziksel metotlar dahil birka¢ iiretim metodu gelistirilmistir.
Bununla birlikte bu metotlar, tanecik boyutlarinin nanometre boyutunda kontrolii, sol jel

sentezleri, oksidasyon metodu, kimyasal ikili ¢Oktiirme, hidrotermal reaksiyonlar, akis
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enjeksiyon sentezleri ve mikrobiyal metotlar gibi yas kimyasal hazirlama metotlarinin
yetersizliginden dolayr sikinti yasatmaktadir. Fakat, yas kimyasal sentez metotlarinda

fiziksel metotlara kiyasla goreceli olarak daha az enerji tiiketilmistir [49].

Harici manyetik alanda manyetik malzemeler ¢evreledigi ortamin protonlarinin o siiratle
manyetik alanda homojenlige sebep olan daha yiiksek bir hizda gevsemesini saglar. Bu,
sOzii edilen bu taneciklerin kontrast ajan olarak teshis amaciyla MRI’da kullanilmasini
saglar[50]. Halihazirda erken klinik denemelerde MNP c¢esitliligi vardir ve bazi
formilasyonlar klinik olarak medikal goriintiileme ve torapatik uygulamalar igin
onaylanmistir. Manyetik rezonans goriintiilemede kontrast ajani olarak kullanim i¢in ticari
olarak bazi manyetik nanotanecikler Lumiren® ve Gastromark® bagirsak goriintiileme
icin, Feridex LV. ® ve Endorem® karaciger ve dalak goriintiileme i¢in uygun

nanotaneciklerdir [51].

Manyetik nanotanecikler analitik biyomolekiillerin immobilizasyonu i¢in nanoboyutlu
destekler olarak elektrokimyasal biyosensorlerde yaygin olarak kullanilmaktadir [52].
Ozellikle bu nanotaneciklerin yiizeyi iizerinde enzimlerin immobilizasyonu, enzimler
tarafindan substratlarin algilanmasi ile ilgili kiitle aktarim proseslerinin azaltilmasi ve
enzimatik faaliyetlerin gelismesini kapsayan birka¢ avantaj sahiptir. Demir oksit
nanotanecikler enzimlerin elektronlarla dogrudan elektrokimyasal biyosensorlerin
hassasiyeti ve se¢iciligini iyilestiren cevirici ile degistirilebildigi  i¢in elektrokimyasal
cihazlar i¢in olumlu bir mikrogevre saglar. Boylece siilfit, fenolik biesikler, glukoz, laktat,
hidrojen peroksit i¢in olduk¢a fazla sayida elektrokimyasal biyosensorler kullanan

modifiye manyetik nanotanecikler literatiirde rapor edilmistir [53].

Sulu bir ortam icinde dagilmay1 siddetle etkileyen yiiksek yiizey enerjisi sebebiyle,
kaplanmamis Fe;O4 nanotanecikler siklikla zayif kararlilik ve dagilima sahip olmakta ve
kolaylikla topaklanmaktadir. Ayrica, FesO4 nanotanecikler oksijenin varliginda y-Fe>Os
nanotaneciklere oksitlenmek icin fazlasiyla hassastir. Coziilebilir ve biyouyumlu Fe3;O4
nanotanecikleri elde etmek icin ¢esitli modifikasyon yontemlerinden istifade edilmistir. Bu
gibi bir koruma manyetik nanotaneciklerin ylizeylerinin kaplanmas ile elde edilebilir.
Sonug olarak elde edilen modifiye Fe;Os4 nanotanecikler ¢esitli uygulamalar i¢in yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Dogru ylizey modifikasyonu ile Fe3Os nanotaneciklerinin

stabilitesi, dispersibilitesi, biyouyumlulugu iyilestirilebilir ve Fe3O4 nanotaneciklerinin y-
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Fe>O; nanotaneciklerine oksidasyon islemi biiyiik ol¢iide yavaslatilabilir [54]. Ayrica,
cesitli biyomolekiillerin katilimina izin vermek igin yiizeyin fonksiyonel hale getirilmesi
manyetik nanotanecik tasarimlarmin biitiinleyici pargast olmustur. Ornegin, amin
baglayicilar bir ilag, protein veya DNA molekiiliiniin asit gruplariyla konjuge olmasina
yardimci olur ve karboksilik asit baglayicilari, proteinlerin amin gruplari ile amid baglari

olusturabilir.

3.1. ikili Coktiirme Yontemi ile Manyetik Nanotaneciklerin Sentezi

Giliniimlize kadar, manyetik nanotaneciklerin {iretilmesi i¢in ortak ¢oktiirme, termal
bozunma, hidrotermal ve solvotermal sentezler, sol-jel sentezi, mikroemiilsiyon, ultrason
1sinlamast ve biyolojik sentez gibi ¢esitli sentetik metotlar uygulanmistir. Bu metodlar sulu
ve susuz uygulama olmak Tlzere ikiye ayrilabilir. Sulu yaklagim diisiik maliyet ve
stirdiiriilebilirlik bakimindan ilgi ¢ekicidir; bununla birlikte, boyut secimi olmaksizin
dogrudan suda ¢Ozilinebilir monodispers manyetik nanotanecikler elde etmede genis
kapsamli bir karsi ¢ikis vardir. Sulu olmayan yollar genellikle sadece polar olmayan
coziiciiler icinde ¢bziinen manyetik nanotanecikler elde edilmistir. Pargaciklar, teller ve

cubuklar kapsayan farkli morfolojilere sahip cesitli manyetik nanoyapilar sentezlenmistir
[55].

Oda sicakliginda veya yiiksek sicaklikta inert atmosfer altinda bir baz ilavesiyle sulu Fe** /
Fe’ * tuz ¢ozeltilerinden demir oksitleri (Fe3Os veya y -FexO3) sentezlemek igin ikili
coktiirme, ucuz ve elverigli bir yoldur. Bu belki de siliperparamanyetik demir oksit
nanotanecikler sentezlemek icin en basit ve en etkili kimyasal yoldur. Manyetik
nanotaneciklerin Ol¢iisii, sekli ve bilesimi, kullanilan tuzlarin tliriine (6rn. Kloriirler,
siilfatlar, nitratlar), Fe* * / Fe*> * oranma, reaksiyon sicakligina, pH degerine ve ortamin
iyonik dayanimina ¢ok fazla bagldir. Ortalama caplar genel anlamda 50 nm'nin altindadir
[56]. Bu sentezle, sentetik kosullar sabitlenir sabitlenmez manyetik nanotaneciklerin
kalitesi tamamen tekrarlanabilirdir. Manyetik nanotaneciklerin 95 emu g! yigm
degerinden daha diisiik olan manyetik doygunluk degerleri deneysel olarak 30-70 emu g’
araliginda belirlenmistir. Manyetik nanotanecikler ¢evresel kosullar altinda ¢ok kararh
degildir ve kolayca maghemite oksitlenir ya da asidik bir ortamda ¢6ziiliir. Maghemit bir
ferrimanyet oldugu icin oksidasyon daha az bir problemdir. Bundan dolayi, maghemite

doniistiirmek lizere manyetik nanotanecikler dikkatli bir oksidasyona maruz birakilir. Bu
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doniisiim bunlarin asidik ortamda dagitilmasiyla, sonra da demir (III) nitrat eklenmesiyle
elde edilir. Maghemit nanotanecikler daha sonra bazik ve asidik ortamda kimyasal olarak
kararli olarak elde edilir. Bununla birlikte, manyetik nanotaneciklerin ilk olusumundan
sonra maghemite doniistiiriilse bile, birlikte ¢oktiirme ile Fe3O4'lin sentezindeki deneysel
yontem, boylece dar bir pargacik boyut dagilimi saglanarak parcacik biiyiikligiiniin
kontroliine dayanir. Bloklama sicakligi tanecik boyutuna bagli oldugundan, genis bir
tanecik boyut dagilimi, genis bir bloke edici sicaklik araligi ve bundan dolay1 birgok
uygulamalar i¢in ideal olmayan manyetik davranisla neticelenecektir. ikili ¢oktiirme ile
hazirlanan nanotanecikler maalesef olduk¢a polidispers olma egilimi gosterirler.
Cekirdeklenmenin kisa bir yogunlagmasi ve ardindan yavas kontrollii bilyiimenin meydana
gelmesinin monodispers pargaciklarin iiretilmesi i¢in ¢ok dnemli oldugu iyi bilinmektedir.
Bu nedenle monodispers demir oksit manyetik nanotaneciklerin iiretiminde bu siiregleri

kontrol etmek anahtardir [57].

Manyetik nanotaneciklerin olusumu icin olasi reaksiyon mekanizmasi Es. 3.1, 3.2, 3.3,

3.4°deki gibidir[58].

Fe’" + 30H™ — Fe(OH)s (3.1)
Fe(OH); — FeOOH + HO (3.2)
Fe’* + 20H™ — Fe(OH), (3.3)
2FeOOH + Fe(OH); — Fe304) + 2H,0 (3.4)

Reaksiyon genellikle gaz koruma sorunu ile karsi karsiya kalir. FesOs c¢ekirdeginin
cekirdek olusumu ¢ozelti pH’1 11 den kiiciik oldugunda daha kolayken, Fe3;O4 ¢ekirdeginin
biliylimesi ¢ozelti pH’1 11 den biiyiik oldugunda daha kolaydir. Reaksiyon hizlidir, ¢cok
yiiksek verimlidir ve demir kaynagiin eklenmesinden sonra manyetik kristalleri hemen
goriiliir. Reaksiyon karigiminin oksijenden uzak olmasi elzemdir, aksi takdirde manyetik

nanotanecikler reaksiyon ortaminda ferrik hidroksite (y-Fe>O3) oksitlenebilir.

3.2. Manyetik Nanotaneciklerin Korunmasi, Kararh Hale Getirilmesi ve
Fonksiyonellestirilmesi

Manyetik nanotaneciklerin sentezinde birgok ©nemli gelisme olmasma ragmen, bu

taneciklerin uzun siire topaklanma ya da ¢okelme olmadan kararliligini saglamak 6nemli
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bir sorundur. Manyetik nanotaneciklerin hemen hemen her uygulamasi i¢in kararlilik
onemli bir gerekliliktir. Ozellikle Fe, Co ve Ni gibi saf metaller ve onlarin metal alagimlari
havaya ¢ok duyarlidir. Boylece, saf metallerin veya alagimlarin kullanimi i¢in asil zorluk
bunlarin kararsizliklarindan ve oksidasyonlarindan otiirii ortaya ¢ikar ve tanecikler ne
kadar kiiciikse oksidasyona karsi duyarlilik o kadar artar. Bundan dolayi, manyetik
nanotaneciklerin kimyasal kararliligin1 iyilestirmek igin etkin stratejiler gelistirmek
gereklidir. Oksijenin manyetik nanotaneciklerin yiizeyine ulasamamasi i¢in delinmez bir
tabaka ile korunmasi en kolay anlasilir yontem gibi goriinmektedir. Cogunlukla,
nanotaneciklerin kararlilifit ve korunmasi birbiriyle yakindan baglantilidir. Bununla
birlikte, bu boyut araligindaki taneciklerle ilgili engellenemez olan sorun, uzunca bir siire
boyunca kendi i¢ kararsizligidir. Bu gibi kiigiik tanecikler, nano boyutlu taneciklerin biiyiik
yiizey alanmmin hacme oram ile iligkili olarak enerjiyi azaltmak icin topaklanmalar
olusturma egilimindedir. Ustelik, muhtemelen pH-bagimli yiizey 6zellikleri ve nétral sulu
ortamda kuvvetli aggregasyon sebebiyle kaplanmamis manyetik nanotanecikler kolaylikla
hazirlanamazlar. Kaplanmamis manyetik nanotanecikler hidrofiliktir; bunlarin yiizeyleri,
genellikle manyetizma ve dagilabilirlik kaybi ile sonuglanan ve bu gibi malzemelerin
Omriinli azaltan, kullanilabilirligini yogun bi¢imde sinirlayan sulu bir ortamdan birkag tiir

ile reaksiyona girmeye yatkin reaktif sulu - Fe-OH kiimeleri ile tamamen kaplidir [59].

Tiim koruma stratejileri ¢ekirdek-kabuk yapili manyetik nanotanecikler ile sonuglanir, yani
kaplanmamis manyetik nanotanecikler ¢ekirdek olarak kullanilir ve gevreye kars1 yalitkan
bir kabuk ile kaplanir. Uygulanan kaplama stratejileri kabaca iki ana gruba ayrilabilir:
ylizey aktif madde ve polimerleri iceren organik kabuklarla kaplama [60-61] veya silika,
[108] karbon [62], degerli metaller (Ag, Au gibi) ya da oksitler iceren inorganik bilesenler

ile kaplama, nanotaneciklerin dis kabugunun oksidasyonuyla olusturulabilir.

3.2.1. Manyetik nanotaneciklerin polimer ve/veya yiizey aktif madde ile kaplanmasi

Topaklanmayr Onlemek i¢in sentez esnasinda veya sonra nanotaneciklerin ylizeyini
pasiflestirmek i¢in yilizey aktif maddeler veya polimerler siklikla kullanilir. Genelde,
elektrostatik iticilik veya sterik iticilik, nanotanecikleri dagitmak ve onlar1 kararli bir
kolloidal halde tutmak i¢in kullanilabilir. Boyle sistemler i¢in en iyi bilinen 6rnek 1965
yilinda Papell tarafindan icat edilen ferroakigskanlardir [63]. Ferroakiskanlar 6rneginde

manyetik taneciklerin yilizey ozellikleri kolloidal kararliligi belirleyen ana faktorlerdir.
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Ferroakigkanlarin kararliligini arttirmak i¢in kullanilan baglica 6nlemler, yiizey yiikiiniin
kontrolii ve &zel yiizey aktif maddelerin kullanimidir [64]. Ornegin, amonyak veya NaOH
¢ozeltisi i¢inde Fe? " ve Fe® *'iin ikili ¢oktiiriilmesiyle sentezlenen manyetik nanotanecikler
genellikle negatif yiikliidiir ve topaklanma ile sonuglanir. Kararli kolloidler elde etmek
icin, manyetik nanotanecik ¢okelegi (bir yiizey aktif madde ekleyerek kolloid olusturmak
iizere bir ¢okelti dagitmak icin) sulu tetrametilamonyum hidroksit veya sulu perklorik asit

ile peptidize edilebilir [65].

Genel olarak, manyetik nanotanecikler iizerinde manyetik ve Van der Waals cekim
kuvvetlerini dengelemek i¢in, itici kuvvetler (asil olarak sterik iticilik) meydana getiren tek
veya cift tabaka olusturmak {izere [66] yiizey aktif maddeler veya polimerler ya kimyasal
olarak sabitlenebilir ya da fiziksel olarak adsorbe edilebilir. Boylece sterik iticilik ile
manyetik nanotanecikler siispansiyon siirecinde kararli hale gelir. Oleik asit, tannik asit
[67], laurik asit ve alkilstilfonik asitler gibi yiizey aktif maddeler yaygin kullanilan
molekiillerdir [68]. Karboksilik asitler, fosfatlar ve siilfatlar gibi fonksiyonel gruplar iceren
polimerler, manyetik nanotanecik yiizeyine baglanabilir. Kaplama i¢in uygun polimerler
poli (pirol), poli (vinilpirolidon), poli (anilin), poli (alkilsiyanoakrilatlar), poli (metiliden
malonat) ve poli (laktik asit), poli (glikolik asit), poli (e-kaprolakton) gibi poliesterler ve
bunlarm kopolimerlerini kapsar [69]. lyi tamimlanmis cekirdek / kabuk nanoyapili
biyouyumlu ve  siliperparamanyetik  FesOs (@  Polidopamin  nanotanecikler
sliperparamanyetik nanotanecikler ile polidopaminin entegrasyonu sonucunda basarili bir
sekilde sentezlenmistir [70]. Bugiline kadar en yaygin kabul edilmis yaklasim, manyetik
nanotanecikleri hidrofilik polimerlerle kaplamaktir, birka¢ kaplama ajan1 arasinda en ¢ok
begenilenler, polietilen oksitler veya glikoller (PEG) ve nanotanecik ylizeyine kimyasal
olarak veya c¢oklu hidrojen baglartyla ve manyetik nanotaneciklerin etrafinda
stiperhidrofilik baglar gelistirerek bdylece proteinlerin yiizey birikimini dnleyebilen siiper
hidrofilik bulut gelistiren dekstran [71] veya seker tiirevleri [72] gibi karbohidratlardir.
Fakat, son zamanlarda, dekstran ve tiirevleri (karboksimetil dekstran ve dietilaminoetil
dekstran) ile kaplanmig manyetik nanotaneciklerde ani protein adsorpsiyon olusumu

gozlenmistir [73].

Bilinen biyouyumlu polimerler ile yiizeyi modifiye manyetik nanotanecikler, manyetik
alan1 yonlendirilmis ilag hedeflemesi i¢in ve manyetik rezonans goriintiilleme i¢in kontrast

ajanlar1 olarak yogun sekilde incelenmistir [74].
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4. ENZIMLER VE ENZIM IMMOBILiZASYONU

4.1. Enzimler

Enzimler canli organizmalarda kimyasal reaksiyonlar1 katalize eden protein yapisindaki
dogal biyokatalizorlerdir. Bunlar bitkilerde ve hayvanlarda yaygin olarak bulunurlar.
Substrat spesifikligi ve yesil kimyas1 nedeniyle bu biyokatalizor, farkli alanlarda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Antik Misirhilar, enzimatik reaksiyonlarla kolaylastirilan
fermantasyon siirecleri ile bira ve sarap tiretmislerdir [75]. Enzimler, katlanmis dogrusal
amino asit zincirlerinden olusan {i¢ boyutlu proteinimsi molekiillerdir. Bu durumda amino

asitlerin dizilimi enzimin fonksiyonel katalitik aktivitesi ile birlikte yapiy1 belirler [76].

Enzimler, biyoteknolojide yaygin kullanilan oldukc¢a yliksek etkin katalizorlerdir. Bu
alandaki cogu zorlayic1 yonler arasinda, enzimleri asir1 pahali yapan, elde etmenin ve
saflagtirmanin heniiz zor olusudur. Bu ylizden, bu gibi pahal1 biyokatalizdrlerin endiistriyel
kullanim1 etkin geri kazamim prosesinin olmamasi kritik noktasinda sikintiya
diisiirmektedir. Biyokimyacilar ve mikrobiyologlar, kimyasal sentez i¢in enzimlerin
potansiyelini uzun zamandir gérmekte ve son on yil boyunca, organik sentezlerde enzimler
kullanilmaktadir. Sonug olarak enzimler, enantio ve bolgesel segici organik sentezlerde
yaygin olan yiikseltgeyicilere veya inhibitorlere gerek kalmaksizin basit veya kompleks

doniisiimde kullanilabilir [77].

Bu gibi yiiksek secicilik de birkag yan {iriin ile etkin tepkime sonuglar1 verir. Dolayisiyla
geleneksel kimya sentezine cevresel agidan elverigli bir alternatif enzim hazirlamak,
ozellikle karmagik substratlar iizerinde yiiksek reaksiyon seciciliginin oldugu gida ve
farmasétik endiistrilerinde ¢ok onemlidir [78]. Farkli siirecleri optimize etmek igin
enzimlerin se¢ilmesi su anda kimya endiistrisi i¢in bir gereklilik haline gelmektedir ve
enzimatik katalizordeki son gelismeler 6zel kimyasallarin ve polimerlerin sentezlenmesine

kadar genislemistir.

Enzimlerin fonksiyonlar1 substrat ve ko-faktorlere gore oldukg¢a 6zeldir, ¢iinkii aktif veya
baglanma bolgesi genellikle dogru boyut, sekil, yiik ve hidrofobik veya hidrofilik karakter

gosteren uygun bir ligand veya baglayici gerektirir.
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Aslinda proteinler, substratini mevcut birkag molekiil arasinda ayirt edebilir ve sadece

birkag tanesine segici olarak baglanabilir [79].

Enzimlerin boyutu 62-2500 amino asit kalintisina kadar degisebilir (4-oksalokrotonat
tautomeraz monomeri). Reaksiyon dengesinde herhangi bir degisiklik olmaksizin,
enzimlerin varlig1 reaksiyon hizini énemli Olgiide arttirmistir [80]. Aslinda reaksiyonda
gercekte tiikketilmeden aktivasyon enerjisini disiirerek biyokimyasal reaksiyonlari
hizlandirabilirler [81]. Bir enzimin aktivitesi, 6rnegin "enzim birimi (U)", sayisal olarak,
dakikada 1 umol substratin reaksiyonunu katalize eden enzim miktar1 (1 U) olarak ifade

edilir.

Enzimler ve diger proteinler arasindaki ana farklilik, kimyasal reaksiyonlar1 etkin ve secici
bir sekilde katalizleme kapasitesidir. Bu katalitik giiclin baslangici, gecis halinin
kararliligina ve ilerleyen hiz ivmelenmesine baglidir. Bu nedenle, bunlarin yapilarinin ve
doniistimlerinin aydinlatilmasi, 6nemli biyokimyasal bilgi saglayabilir. Protein yapisinin
bilgisi aslinda bir proteinin nasil islediginin anlasilmasi i¢in istenilen bir gerekliliktir. Emil
Fisher tarafindan 1894'te onerilen anahtar-kilit iliskisi [82], enzim-substrat iligkisinin rijid
bir goriiniimiidiir. Koshland, 1958'de [83], substratin enzim molekiiliindeki kesikli ve
tersinir konformasyonel degisimlere neden olabilecegi bir model Onermistir. Substratin
uyardig1 mekanizma, siirlt sayida kalinti igeren, ya da molekiiliin genis bdlgelerini igeren

biiylik hareketlere neden olan gizlilikte olabilir.

Kataliz siliresince, enzim, bir arailiriin serisi igeren birka¢ dinamik konformasyonel
degisikliklere ugrayabilir. Substratlardan {riinlere giderken karsilagilacak olan engel,
atomlarin ve su molekiillerinin yiizeye zayif bir sekilde baglandigi ortaklasa bir hareketi
kapsar. pH, sicaklik ve iyonik mukavemetin degistirilmesi ile, enzimler konformasyonel
degisikliklere ugrayabilir ve inaktive olabilir [84]. Sentetik substratlara karsi kararsiz,

kullanimi1 zor ve zayif bir sekilde segici olabilirler.

Yiiksek bagillik, pH ve sicakligin hafif reaksiyon kosullar1 altinda yiiksek reaksiyon orani,
diisiik enerji tiikketimi, suda ¢oziiniirliik, biyo-bozunurluk, az sayida yan reaksiyon ve
zehirsiz olusu gibi inorganik katalizérlere gore avantajlart vardir [85]. Sonug¢ olarak,
enzimler endiistriyel uygulamalar i¢in ideal katalizorler olarak kabul edilmektedir ve

biyokataliz, saglik, gida ve farmasotik lretim, biyoenerji siirdiiriilebilir yakit {iretimi ve
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biyoyakit hiicrelerinin {iretimi; biyoaritma; tekstil endiistrisi; ve kimyasal doniisiim
stirecleri gibi alanlarda yogun endiistriyel ve sosyal etkiye sahip biyoteknolojinin 6nde

gelen ve en giiclii araglarindan biri haline gelmektedir.

Son yillarda, biyokatalizdeki ilerlemeler, organik c¢oziiciiler ve sulu ortamda enzimatik
proseslerin yiiriitiilmesine izin vermektedir. Dahasi enzimler, yesil kimya ve stirdiiriilebilir

enerji [86] dahil en son “beyaz biyoteknoloji” egilimlerinde énemli bir rol oynamaktadir.

4.1.1. Enzim immobilizasyonu

Zorlu isletme kosullarindaki kararsizlik, diisiik raf omrii ve geri doniistimde zorluklar
nedeniyle hala enzimlerin yaygin olarak uygulanmasi engellenmektedir. Herhangi bir
biyokimyasal reaksiyon esnasinda enzimlerin yapisal kararligim1 korumak son derece
zordur. Bununla birlikte, bu enzimlerin endiistride daha genis uygulamalari elde etmek i¢in
daha kararl1 enzim sistemleri ve ekonomik siirecler gereklidir. Birgok endiistriyel siire¢
asir1 pH ve sicaklik kosullar1 altinda gergeklesir ve enzimler i¢in inhibitor {irlinler {iretir.
Ayrica, kiicik miktarlarda enzimlerin kullanilmasina izin veren veya yeniden
kullanimlarina imkan veren mekanizmalara da biitlin maliyetleri diisiirmek icin ihtiyag

duyulur. Enzimi kararl hale doniistiirerek bu engeller asilabilir [87].

Tanim olarak, immobilizasyon enzimlerin suda ¢oziiniir hareketli halden suda ¢ézlinmeyen
hareketsiz hale katalitik aktivitesinin siirdiiriilmesi ile siirekli tekrarlanabilir sekilde
kullanilabilir bir hale doniismesidir. Bu, immobilize bir enzimin fiziksel olarak uzayin
belirli bir bolgesinde lokalize edilmis bir protein ve protein molekiillerinin veya
parcalarinin uzayda ya da birbirlerine gore hareketliliginin sinirli olduguna isaret eder [88].
Bu yaklasim, endiistriyel proseslerin diisiik termal kararlilik, diisik pH kararliligi, bir
dongiiden sonra Kkatalitik aktivitenin kaybi, substratlar veya yan {riinlerle enzim
inhibisyonu, {irlin ayrimi sirasinda enzim kaybi1 ve aritma basamagindaki zorluk gibi
kisitlamalarinin ¢ogunun iistesinden gelir [89]. Immobilize enzim 1916'da kesfedilmistir.
Invertaz enzim aktivitesinin, komiir veya aliiminyum hidroksit gibi kat1 bir matris iizerine
adsorbe edildiginde aktivitesinde herhangi bir sorun olmadig: bildirilmistir [90]. Bu durum
su anda mevcut kullanilabilir enzim immobilizasyon tekniklerinin gelistirilmesine yol
acmistir. Baslangigta immobilizasyon teknikleri, mevcut yiizey alanlarina gore ¢ok diisiik

enzim yiiklemelerine sahiptir [91]. Ancak, son 20 yil boyunca enzim immobilizasyon
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teknolojisi, biyosensor, antibiyotik iiretimi, ila¢g metabolizmasi, gida endiistrisi, biyodizel
iiretimi veya biyoaritma gibi birgok uygulamali disiplinde basarili ilerlemelere yol agmistir

[92].

Immobilizasyon ydntemleri, proteinlerin farkli 6zelliklerde amino asitlere sahip oldugu
gerceginden faydalanir, bu sayede bu amino asitlerin yan zincirlerindeki fonksiyonel
gruplar, ¢esitli baglanma tiirleri ve etkilesimler yoluyla bir kati destege immobilize
edilebilirler [93]. Enzimlerin kati desteklere immobilizasyonu dogrudan geri kazanim
saglar ve hedefe ulagsmak i¢in makul bir yaklasimdir. Cozinmiis form ile
karsilastirildiginda, immobilize enzimler yiiksek enzim substrat etkilesimi ve kolay
kullanim saglar [94]. Bu nedenle direngli, kararli ve etkin biyokatalitik destek
platformlarinin gelistirilmesi sonuca gotlirecek biiyiik bir arastirma yolu olmustur. Farkl

deneysel yontemler kullanilarak enzimler i¢cin malzemeler aragtirilmaktadir [95].

Ayrica, nano ve hibrid teknolojisindeki son ilerlemeler, enzim immobilizasyonu igin farkli

ve daha uygun fiyatli malzemelere evsahipligi yapacaktir.

Esas olarak, enzimler {i¢ ana yolla immobilize edilir. Bunlar yaygin olarak asagidaki

sekilde smiflandirilir:

* Enzimin suda ¢6ziinmeyen bir matris iizerine adsorpsiyonu,

* Enzimin tiiretilmis, suda ¢oziinmeyen bir destege kovalent baglanmasi,

* Cok fonksiyonlu reaktifler kullanilarak enzim molekiillerinin molekiiller arasi ¢apraz
baglanmasi,

* Suda ¢oziinmeyen bir polimer kafes veya yar1 gecirgen membran i¢inde enzimin

tutuklanmasi.

Her bir immobilizasyon yontemi, birbirleriyle kiysalanmay1 zorlastiran ¢esitli avantaj ve
dezavantajlara sahiptir. Bir¢cok kimyager, bagil aktivite, depolama ve geri doniisiim
kararliligt ve yeniden kullanim kolayligi gibi immobilize enzimlerin performansini
artirmaya c¢alismistir. Bu arada, malzemeci bilim adamlari daha iyi immobilizasyonu
gergeklestirmek tizere daha etkin destekler gelistirmislerdir. Yiizey iizerinde bir enzim
hareketsizlestirildiginde anahtar nokta, destek ylizeyi iizerindeki reaktif gruplar ile
substratin dis kismindaki kalintilar veya enzimin aktif bolgesi arasindaki baglanma

yonteminin dogru se¢ilmesidir.
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Enzimin katalitik olarak aktif tersiyer yapisinin korunmasi da yine immobilize halindeki
enzimin stabilitesini ve reaktivitesini en iist diizeye ¢ikarmada onemli bir faktordiir [96].
Secilen immobilize enzim yaklasimi, hedef biyokatalizorleri stabilize edebilmeli ve
substrat ve iriinlerin daha kolay yayilmasima izin verebilmelidir. Farkli birgok
etkisizlestirme tiiriiniin aksine, enzimlerin stabilizasyonu; adsorpsiyon, polimer tutuklama,
mikrokapsiilleme, kimyasal yi§ilma, biyoyatkinlik ve kovalent eslestirme igeren ¢esitli
immobilizasyon stratejileri ile basarilmistir [97]. Bundan dolayi, immobilize
biyokatalizorlerin ~ gelistirilmesinde  dikkate alinacak ¢ temel faktor vardir:

immobilizasyon desteklerinin se¢imi, sartlar ve immobilizasyon metotlari.

Immobilizasyon, enzimlerin fonksiyonel optimizasyonuna izin vermesine ragmen, bu islem
ayn1 zamanda katalitik aktivite iizerinde de bir etkiye sahiptir. Bir enzim, immobilizasyon
ortaminda ¢oziindiigiinde veya immobilizasyon isleminin baglanma basamaginda, dogal
yapisi bozulabilir ve aktivitesini kaybedebilir. immobilizasyon, genellikle enzim ve destek
arasinda biyokatalizoriin nihai konfigiirasyonunu ve katalitik aktivitesini degistirebilen

yeni etkilesimleri tesvik eder [98].

Ayni sartlarda immobilizasyon ortamindaki iyonik mukavemet ve pH, enzimin dogal
yapisinin bozulmasima yol agabilir. Immobilizasyon isleminin kendisi ile baglantili olan
faktorler ayn1 zamanda enzim aktivitesinin kaybina da neden olabilir. Daha once
bahsedildigi gibi, immobilizasyon isleminin sebep oldugu enzim ve substrat arasindaki
kiitle aktarimindaki azalma enzim afinite ve aktivite kaybina yol agan difiizyon problemleri
tiretir. Ustelik, baglanma bdlgesinin ve enzimin aktif blgesinin katalizérde ¢ok énemli bir
rol oynadigi ve immobilizasyon islemi esnasinda aktivite kaybiyla sonuglanan bu

bolgelerin bloke edilebilecegi ya da bozulabilecegi bilinmektedir [99-100].

4.1.2. Enzimlerin desteklere baglanmasi

Fiziksel (hidrofobik ve Van der Waals etkilesimleri gibi), iyonik veya kovalent baglanma
ile destege baglanmasi gergeklestirilebilir. Endiistriyel sartlar altinda enzimi tasiyicilara
sabitlemek igin fiziksel baglanmanin genellikle ¢ok zayif oldugu bilinmektedir. Iyonik
baglanma genellikle mukavemetlidir ve enzimin kovalent baglanmasi ayni1 derecede daha
da mukavemetlidir [101]. Destek baglama, 6zellikle de giiclii kovalent baglanma, enzimin

ylizeyden ayrigmasini onler. Fakat, bu ayn1 zamanda biiylik bir sakinca olabilir; eger enzim
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tersinmez olarak etkisiz hale getirilirse, hem enzim hem de destegin ikisi de kullanilamaz.
Immobilize enzimin 6zellikleri, hem enzimin hem de tasiyici malzemenin 6zellikleri ile
yonetilir. Her ikisi arasindaki etkilesim, belirli kimyasal, biyokimyasal, mekanik ve kinetik

ozellikleri saglar.

Cizelge 4.1. Iimmobilizasyon metotlarinin avantaj ve dezavantajlari

Immobilizasyon metodu Avantajlar Dezavantajlar
Destege baglanma Reaksiyon boyunca
enzimlerin siiziilerek

Basit deneysel prosediir
Zehirli ¢oziiciiler yok

(Fiziksel adsorpsiyon) ayrigmast
Alikonulmus Destek hazirlamada daha
Enzim molekiilleri karmasik prosediir
Kovalent baglanma . . r .
Organik baglayicilarin yaygin Tastyicilar icinde enzim
secimleri miimkiin molekiilleri hareketsiz
Karmasik deneysel prosediir
Tutulmus enzim molekiilleri Reaktif tiirler ve zehirli
Tutuklanmis veya kapsiil Tastyicilarin i¢inde serbest Coziiciiler enzimlerin
kaph hareket eden enzim dogasini bozabilirler.
molekiilleri Girdi ve triinlerin azalmig
Yayilma hizi.

Artirilmig raf dmrii ve
Operasyonel kararlilik
Geri kazanimi ve yeniden
Kullanimi kolay
Sulu ortamda ekstraksiyon
i¢in kararli

Enzim esnekliginin
kaybolmast
Capraz baglanma
Reaktif ve tirlinlerin azalmig
yayilim hizi

Immobilize enzimler genel olarak daha iyi termal ve pH stabilitesi gosterir, ayrismasi daha
kolaydir, yeniden kullanilabilir ve pratik uygulamalar i¢in daha uygundur. Sonug olarak,
immobilize biyokatalizorler, gida ve farmasotik endiistrisinde yiiksek tonaj islemleri veya
biyoayirici ya da biyosensorler gibi ¢ok sayida pratik uygulamada kullanilmaktadir [102].
Bir¢cok immobilizasyon yontemi arasinda (6rnegin, adsorpsiyon, tutuklama, elektrostatik
etkilesim ve kovalent baglanma), parcaciklar ve enzim iizerindeki fonksiyonel gruplar
arasinda kovalent baglar olusturarak enzimlerin kati tasiyicilara kovalent baglanmasi
enzim stabilizasyonu, tekrar kullanilabilirlik ve geri kazanim i¢in en g¢ekici yontem olarak

goriinmektedir.

Ustelik kovalent immobilizasyon normalde enzim ve destek modifikasyonu igin birkag
reaksiyon adimi gerektirir. Bu teknikler enzim aktivitesini arttirmak i¢in daha etkin
olabilir. Kovalent baglanma, tersinmez enzim immobilizasyonu i¢in en yaygin kullanilan

yontemlerden biridir. Enzimin baglanmasinda rol alan fonksiyonel grup, genellikle lizin (e-
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amino grubu), sistein (tiyol grubu) ve aspartik ve glutamik asitlerin yan zincirleri (enzimin
katalitik aktivitesi i¢in gerekli olmayan karboksilik grup [103], imidazol ve fenolik gruplar
[104]) yoluyla baglanmay1 kapsar. Kovalent baglanmis enzimin aktivitesi, tasiyici
malzemenin boyutuna ve sekline, baglanti yonteminin yapisina, tasiyict malzemenin

bilesimine ve baglanma esnasindaki 6zel kosullara baglidir.

Enzim immobilizasyonu daha yiiksek maliyetli enzimlerin geri kazanimi ve katalitik
iirlinden enzimlerin daha kolay ayrilmasi ayrica hem depo hem de operasyonel proseslerin
ikisinde de enzimlerin kararhiliginin iyilestirilmesi ve tekrar kullanimi i¢in avantajlar

sebebiyle aragtirmanin parlayan bir alanidir [105].

Mimkiin olan en yiliksek enzim aktivitesini tutmak icin enzimi aktif konformasyonda
destege baglamaya calistiririz. immobilize enzimin baglama reaksiyondan sonra miimkiin
oldugu kadar fazla katalitik aktiviteye sahip olmasi olduk¢a onemlidir. Bu, bir bakima
katalitik olmayan konformasyonlarda baglanan enzim miktarinin azaltilmasiyla
saglanabilir (Sekil 4.1.) Enzimin immobilizasyonu substratin, {iriin veya yarigmaci bir
inhibitériin doymus konsantrasyonlarinin varliginda, kovalent baglanma esnasinda aktif
alanin tepkimeye girmeden kalmasini saglar ve verimsiz konformasyonlarda baglanmanin
olusumunu azaltir. Immobilize enzimin aktifligi, bu molekiilleri uzaklastirmak icin

immobilize enzimi yikayarak yenilenir [106].

(@) ()

Sekil 4.1. Kovalent baglamanin, immobilize edilmis bir enzimin belirtilen aktivitesine
etkisi
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(a) Degistirilmemis aktif bolgeli immobilize enzim (E). ve substrat molekiiliinii (S) (b) 'de
gosterildigi gibi kabul etmeye hazir, (c) Aktif bolgenin erisilememesi nedeniyle verimsiz
bi¢im enzim bag1 (d) Aktif alanin bozulmasi aktif olmayan immobilize bir enzim iiretir.
Verimsiz bi¢imler en iyi sekilde, biiylik alanin aktif alan i¢ine veya yakinina tersinir olarak
biiyilk molekiillerin kullanilmasiyla onlenir. Bozulma, baglanma islemi sirasinda aktif
bolgede bulunabilen molekiillerin kullanilmasiyla veya enzimin en fazla enerjik olarak
stabil (yani dogal) formuna baglanmay1 tesvik eden kenetlenme icin serbestce tersinir bir
yontemin kullanilmasiyla 6nlenebilir. Hem (¢) hem de (d) enzim ile destek arasindaki
dolgu gruplarin kullanilmasiyla, enzimi yerdegistirme suretiyle yiizeyin sterik etkisinden

uzaklastirarak azaltilabilir.

4.2. y-Glutamil Transpeptidaz

4.2.1. Tanim ve yapisi

Serum veya plazmada enzim gamma glutamil transferazin (GGT) aktivitesi, hassas fakat
cok 6zel olmayan karaciger fonksiyon testi seklinde klinik laboratuarlarda yaygin olarak
kullanilir. Otomatiklestirilmis analizorler kullanarak GGT’nin 6l¢iimii ¢abuk, ucuz ve
hatasizdir. Fakat, testin uygulanmasi karaciger hastalifinda GGT anormalliklerinin
patofizyolojik esasin1 derinlemesine anlamaktan ziyade esasen ¢cogunlukla kuramsal kanita
ve klinik ozelliklerinin degerlendirilmesine dayanir. Karaciger birden ¢ok fonksiyonu
yerine getirdigi icin, tek bir laboratuar testi veya bir seri test bile her klinik durumda

karaciger hasarinin komple tahminini saglamak i¢in yeterli degildir [107].

Kuskulu veya kronik karaciger hastaligi olan hastalar1 degerlendirmek ve ayn1 zamanda
hastalik belirtisi gostermeyen bireyleri de izlemek i¢in genis bir test serisi kullanilir. 2010
yilinda alkolik karaciger hastaligina bagl 493.300 6liim ve 14.544.000 maluliyetle gecen
yasam yil1 (DALY) ile o yil tim 6liimlerin % 0,9 ve DALY nin de % 0,6 sinin sebebi
olarak diinyada biiyiik bir kiilfet olmustur.[108] Karaciger hastaliklar1 alkol hastaliklar1 ve
oliimciil alkol sendromu yaninda en yiiksek alkole bagli hastalik kesrine sahip olup, alkol
tiiketimi karaciger sirozunun hastalik yiikiine % 50 sine katki saglar. Glutamiltransferaz (y
-GTP) ve aminotransferaz, alkol tiiketimi ve alkolik karaciger hastalifinin biyobelirteci

olarak bilinmektedir [109].
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Gama-glutamil transpeptidaz (GGT, gamma-glutamil transferaz) N-terminal niikleofil
(Ntn) hidrolaz {ist soyuna ait olup, glutatyonun y-glutamil kisminin bir amino asite, kisa bir
peptide veya su molekiiliine transferini katalizler [110]. Bununla birlikte, herhangi bir 6zel
alict olmadiginda serbest birakilan c-glutamil grubu, su molekiiliine aktarilabilir boylece
hidrofilik faaliyet gosterir. Mikrobiyal GGT'ler, farmasotik, gida ve medikal sektorlerde
kullanimi olan vy -glutamil bilesiklerinin sentezinde énemli bir uygulamaya sahiptir [111].
GGT, normal hiicre i¢i GSH konsantrasyonunun idamesi i¢in 6nemli bir enzimdir.
Olgunlasmis GGT enzimi, y-glutamil dongiisiinde antioksidan glutatiyon molekiiliiniin
hiicresel seviyelerini diizenleyerek anahtar rol oynar, dolayisiyla hiicresel redoks
homeostazinin (i¢ dengesinin) silirdiiriilmesinde kritik bir enzimdir. Ayrica, bu enzim
karaciger hastaliginin ve kanserin bir tiimor gostergesi olarak kullanilir [112]. Fizyolojik
fonksiyonunun disinda, GGT enzimleri farmasétik uygulamalar igin biiylik bir potansiyel
olan y-glutamil tiirevlerinin sentezleri i¢in kullanilabilir [113]. Bir heterodimer proteini
olan GGT, karaciger fonksiyon bozuklugu ve yiiksek alkol aliminin bir gostergesi olarak
yaygin sekilde kullanila gelmistir. Bobrek, seminal vezikiiller (sperm keseleri), pankreas,
karaciger, dalak, kalp ve beyin dahil olmak {izere cesitli dokularin zarlarinda mecvtur ve
amino asitin y -glutamil dongiisii vasitasiyla taginmasinda islev gordiigii diistiniilmektedir.
Tiimorlerdeki GGT, komple hiicre zar1 iizerinden tanimlanir ve tiimorlere kanda ve doku
ici gozenekler arasindaki sivida indirgenmis ve oksitlenmis glutatiyondan ilave sistein ve
sistin erigimini saglar. Sistein, oksidatif stres altindaki hiicrelerde glutatiyon sentezi igin
hiz smirlayicidir.  Glutatiyon (GSH, y-L-glutamil-L-sisteinilglisin), tiim memeli
dokularinda 1-10 mM konsantrasyonlarda mevcut bulunan bir tri-peptittir. Bu, hiicrelerde
en bol bulunan antioksidan molekiillerdir ve redoks sinyalleme, ve / veya metabolitlerin
detoksifikasyonu, hiicre c¢ogalmasinin diizenlenmesi, apoptoz (organizma hiicrelerinin
Oliimii ) ve fibrin olusumu gibi birka¢ 6nemli hiicresel fonksiyonlara dahil olurlar. GSH
ayrica nitrit oksit (NO) ve sistein depolama ve tasinmasinin; kiikiirt 6ziimlemesi, hiicrelerin
oksidatif strese kars1 korunmasinin anahtar belirleyicisidir [114]. GSH, genel peptidazlar
tarafindan hidrolize edilemez, ¢iinkii geleneksel a-karboksil grubundan ziyade glutamatin
c- karboksil grubuna dogru ve sistein arasindaki glutamat ve sisteini baglayan olagandisi

bir peptit bagi igerir.
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4.2.2. GGT enziminin fonksiyonlar:

Bakterilerde [115] ve bitkilerde hatta solucandan insanlara kadar degisen, hayvanlar
aleminin iiyelerinde de bulunan gamma glutamil transferazlar yaygin sekilde dagilmistir.
Hiicreli organizmalarda GGT bir hiicre yiizeyi glikoproteinidir. Hiicre i¢inde, aktif bolgesi,
hiicre dis1 bosluk zarina bakan, tek bir N-uclu transmembran domain ile baglanir. Hiicre
dis1 boslukla kars1 karsiya kalan hiicrenin aktif bolgeleri ile bir tek N-uglu zar bolgesinden
geemek suretiyle tutunur. Katalitik aktivitenin tiimii proteinin hiicre dis1 bolgesindedir.
Normalde, GGT diisiik seviyelerde bulunur fakat, karaciger yaralandiginda GGT seviyesi
artabilir. Insan GGT’si 569 amino asit propeptid olarak sentezlenir [116]. Propeptid,
enzimatik olarak hareketsizdir fakat, otoklav ile iki alt boliime aktive edilir. Otoklavlama,
GGT’nin sonu¢ benzesmesi olmayan ayni otoklavlama ve kinetik mekanizmali enzim
grubu olan N-uclu niikleofilik (Ntn) hidrolaz ailesinin dahili bir niikleofilik treonin (Thr-
381)’e bagimlidir [117].

Glikanlar olgunlagsmis ve enzimatik olarak aktif olan heterodimerden uzaklastirildiginda,
enzim aktivitesini devam ettirmesine ragmen; N-baglantil1 glikozilasyon, dogru katlanma,
otoklavlama ve insan GGT'sinin aktivasyonu i¢in gereklidir. Insan GGT'sinin Kristal yapist
yakin zamanlarda ¢oziilmiistiir. Yapi, olan N-uglu niikleofilik hidrolazlarinda bulunan
ortak bir eleman olan diizgiin istiflenmis o-B -B-a ¢ekirdek yapili bir heterodimer
sergilemistir. Enzimin bir ylizey temsili, biiyiik alt birimin kii¢ciik alt birim etrafina
sarildigin1  ortaya ¢ikarmaktadir (Sekil 4.2). Insan GGT'si yedi adet N-baglantili
glikozilasyon bolgesine sahiptir. Kristal yapt yedi bdlgenin tiimiiniin proteinin dis
yiizeyinde yer aldigin1 gostermistir (Sekil 4.2). Ilave calismalar, insan GGT'si {izerinde
bolgeye ozgii ve dokuya ozgii glikoz kompozisyonlu desenler gdstermistir. Insan
GGT'sinin kristal yapisi, substrat baglantisini yarigin en derin boliimiindeki katalitik
niikleofil (Thr-381) ile tanimlamistir. Insan GGT'sindeki nispeten acik aktif bolge, cogu
prokaryotik GGT'lerde bulunan daha kisith erisimden farklilik gosterir. Ayrica, katalitik
kalinti Thr-381'in yan zinciri i¢in, substrat baglanmasi sirasinda yan zincirin hareket

ettigini One siiren iki farkli konformasyon gozlendigi 6ne siiriilmiistiir [118].



25

‘? [/
(3
o L
:9@ <
\ L P. "f
7’ "., 1;ft ‘ﬂr
SR “\ ‘. (’
'\’ e .a 5,;,‘

Sekil 4.2. GGT enziminin kristal yapisi

Insan GGT'sinin Van der Waals yiizeyi, aktif alan yarik kismi goriintiileyiciye dogru
doniiktiir. Biiyiik alt birim (koyu gri) ve kii¢lik alt birim (beyaz), kii¢iik alt birim yariginin
en derin boliimiinde katalitik Thr-381 (kirmizi) ile gosterilmektedir. Bu yonelimde yedi
potansiyel glikozilasyon bolgesinin dordi, 511, 120, 230 ve 344 numaral1 asparajinler ve
bu bolgelerin her birinde kristal yapisinda tanimlanmis olan temel N-asetil glukozamin
kalintis1 koyu turuncu Van der Waals kiireleri seklinde temsil edilir. Kiigiik alt-birim yarig1
icinde bir anyon-baglanma bolgesi (yesil) 1103 ile etiketlenmistir. Bu sekil West, Chen, ve
arkadaglari. (2013). © Amerikan Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Dernegi ‘nde orijinal

olarak yayinlanmistir.

Daha once deginildigi gibi, GGT i¢in en bol bulunan substrat glutatiyondur ve glutatiyon
ile ilgili fizyolojik rolleri kapsamli olarak arastirilmistir. Canli organizmada yapilan
testlerde bulunan diger bazi bilesikler, antitimor ajani cisplatin ve Idkotrienler gibi
ksenobiyotiklerin glutatiyon konjugatlar1 dahil olmak iizere gerekli gama-glutamil yapisina
sahiptir ve GGT onlarin metabolizmalarina katilir [119]. GGT hakkinda ilk gozlemlerden
biri, aktivitesinin, bobrekler ve safra sistemi gibi bir tasima fonksiyonu olan dokularda en
fazla olusuydu. Bu, GGT'nin bir "gama-glutamil dongiisii" olusturan bir dizi reaksiyon

yoluyla amino asitlerin tasinmasinda énemli bir rol oynadig1 6nerisine yol agmistir [120].
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Amino asit tasimimi belki de GGTnin 6nemli br fonksiyonu degildir, ¢linkii GGT
bozuklugu olan insanlar veya hayvanlar aminoasit in genellestirilmis bir rahatsizligini
hissetmezler, fakat aminoasit sisteinin kullanilabilirligi i¢in GGT’nin 6nemli oldugu
aciktir. Bununla birlikte, hiicre dis1 sivilardaki glutatiyon vasitasiyla ¢evrim islevinin
anahtar kismini olusturan GGT, hiicre zarinda kendi yapitasi GGT’ye sahip hiicreler
tarafindan tutulan aminoasitlere parcalanabilir ¢iinkii aminoasitler ¢ok yakininda serbest

birakilir ve glutatiyon sentezi i¢in kullanilir.

GGT'nin olagan islevinin kaniti, bazisi sartli ve bazis1 dogrudan olan bir¢ok kaynaktan
gelmektedir. GGT ve glutatiyon arasindaki iligki, hiicresel diizeyde yogun olarak
aragtirllmistir, alkol ve glutatiyon arasindaki 6zgiin etkilesimler ve GGT'nin asir1 alkol

tiikketimine verdigi yanit emareleri Boliim 4.2.1° de detayh sekilde ele alinmistir.

GGT genellikle karacigerden bagirsaklara safra tasiyan safra kanallarinin, 6rnegin tiimdrler
veya taglar tarafindan engellendiginde kanda ilk yiikselen karaciger enzimidir. Bu onu
safra kanali sorunlarinin tespit edilmesi i¢in en hassas karaciger enzim testi yapar. Ancak,
GGT testi ¢ok 6zel degildir ve karaciger hasarinin ¢esitli nedenleri arasinda 6zellestirme
yapmak i¢in kullanisli degildir, clinkii karaciger kanseri ve viral hepatit, hatta akut koroner
sendrom gibi diger hepatik olmayan durumlar gibi bir¢cok karaciger hastaliklari ile
yiikselebilir. Bu nedenle, GGT testi kendi basina rutin kullanim i¢in 6nerilmez. Bununla
birlikte, diger testlerle baglantili ve karacigerde bulunan diger bir enzim olan bazik
fosfataz (ALP) seviyesinin yliksek olmasi belirlemede yararli olabilir. Hem GGT hem de
ALP karaciger hastaliklarinda artmaktadir, fakat kemik dokusunu etkileyen hastaliklar ile
sadece ALP artmaktadir. Bu nedenle, yiiksek ALP sonucunun karaciger veya kemik
hastaligindan dolayr olup olmadiginin belirlenmesine yardimci olmak amaciyla

yiikseltilmis bir ALP'yi izlemek i¢in GGT kullanilabilir [121].
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S. DENEYSEL KISIM

5.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Manyetik nanotaneciklerin sentezi i¢in kullanilan demir(II) kloriir tetrahidrat (FeCl».4HO,
% 99,99) ve demir(Ill) kloriir hekzahidrat (FeClz.6H20, >% 99,0) Aldrich firmasinin
iiriinleridir. Sentezlenen manyetik nanotaneciklerin modifikasyonunda kullanilan tannik
asit (TA, % 99,999) ve sodyum hidroksit (NaOH, % 99,99), mutlak etanol (susuz, > %
99,5) ve aseton (HPLC safliginda, > 99,9) Aldrich firmasindan temin edildi. Kullanilan vy -
glutamil transpeptidaz (EC 2.3.2.2, GGT) enzimi 114.1 + 2.4 U/mg katalitik aktivitededir
L-y-glutamil p-nitroanilid (% 99,0) Sigma firmasinda satin alindi. Immobilizasyon
caligmalar1 Trizma.HCl (Tris.HCl pH= 8,5) tampon c¢ozeltisinde  gerceklestirildi.
Kullanilan biitiin kimyasal maddeler analitik safliktadir. Ayrica caligmalarin  her

asamasinda deiyonize su kullanildi.

5.2. Manyetik Nanotaneciklerin Sentezi

Manyetik nanotanecikler, demir (II) ve demir (III) tuzlarinin bazik ortamda ikili ¢oktiirme
yontemiyle sentezlendi. Bunun igin 6ncelikle, Fe*": Fe’" ¢ozeltileri 1:2 mol oraninda
FeCl,.4H>O ve FeClz.6HO’in 25 mL ultra saf su iginde ¢ozlilmesiyle hazirlandi.
Nanotanecikler, 50 °C* da 1 mL/dakika akis hizindaki N2(g) atmosferinde 1,5 M NaOH
cozeltisinin bir biiretten damla damla ¢ozeltiye eklenmesiyle sentezlendi. Cozeltinin 800
rpm’lik hizla karigtirilmas: sonucunda siyah renkli manyetik nanotaneciklerin hemen
olustugu gozlendi. Hazirlanan manyetik nanotanecikler mutlak etanol ve ultra saf su ile
yikandiktan sonra etanolde yeniden dagitildilar. Yikama islemi boyunca manyetik
nanotanecikler stirekli bir manyetik alan uygulanarak toplandi ve 50 °C lik vakum

etiviinde 24 saat kurutuldu.

5.3. Tannik Asit ile Manyetik Nanotaneciklerin Modifikasyonu

Bazik ortamda ikili ¢oktiirme metodu ile sentezlenen manyetik nanotanecikler (0,604 g)
60 mL deiyonize su iginde ultrasonik titresime tabi tutularak homojenize edildi. Ardindan
200 rpm’ de N; atmosferi altinda 40 °C’ da 1 saat boyunca karistirtlmistir. Sonra tannik

asitin 0,7502 g’1 30 mL deiyonize su iginde c¢oziildii. Hazirlanan tannik asit c¢ozeltisi
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manyetik nanotanecikler iizerine damla damla ilave edildi. Elde edilen karisim 200 rpm’ de
40 °C’da 2 saat kanstirildi. Tannik asitle modifiye edilen manyetik nanotanecikler
manyetik dekantasyon yoluyla toplandi. Elde edilen tannik asit modifiyeli manyetik
nanotanecikler deiyonize su ve ardindan etanol ile yikand1 ve manyetik alan uygulanarak

topland1. 60 °C vakum etiiviinde 18 saat kurutuldu.

5.4. GGT Enziminin Tannik Asit ile Modifiye Edilen Manyetik Nanotanecikler
Uzerine Kovalent Immobilizasyonu

Tannik asitle modifiye edilen manyetik nanotanecikler (0,604 g ) (Fe3sOs-TA) 4 mL
sodyum hidroksit ¢ozeltisi (0,1 M, pH 9,2) icinde polifenollerin pH’a bagl oksidasyon
reaksiyonu ile ylizeylerinde kinon gruplar elde etmek iizere 200 rpm’de 1 saat boyunca
oda sicakliginda karistirildi ve manyetik alan uygulanarak toplandi. 20 mM, pH 8,0 Tris-
HCl tampon ¢ozeltisinde hazirlanan 10 mg/mL  derisimli y-Glutamil transpeptidaz
cozeltisine, baz ile muamele edilmis modifiye manyetik nanotanecikler eklendi. Cozelti
200 rpm’de +4 °C’ da 3 saat boyunca karistirilarak inkiibe edildi. Bir miknatis yardimiyla
manyetik nanotanecikler toplandi ve baglanmadan kalan veya fiziksel adsorbe olan enzimi
uzaklastirmak icin tampon ¢ozelti ile birka¢c defa yikandi. Immobilize y-Glutamil

transpeptidaz enzimi (Fe3O4-TA-GGT) +4 °C’da kullanilana kadar depolandi.

_seec Q0
pH =12 > O O Qo
Manyetik
nanotanecikler
00 A G

OTA modifikasyonu O Q i:)‘.
e 9 O— i
O schiff-baz I
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nanotanecik sentezi

Sekil 5.1. GGT enziminin tannik asit ile modifiye edilen manyetik nanotanecikler iizerine
kovalent immobilizasyonu
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5.5. GGT Aktivitesinin Analizi

v-Glutamil transpeptidaz (GGT) enzim aktivitesi 37 °C ‘da Szasz [122] metoduna gore
belirlendi. Standart analiz metodunda 4 mM vy-glutamil p-nitroanilit, 40 mM glisilglisin,
ve 185 mM Tris-HCI, pH 8,5 olacak sekilde bir karisim hazirlandi. Karisim 37 °C'de su
banyosu i¢inde 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Bir birim GGT’nin aktivitesi, inceleme
sartlar1 altinda dakikada 1 pmol p-NA {iretmek i¢in gereken enzim miktar1 olarak
tanimlanir. y-Glutamil p-nitroanilit kromojenik substrat olarak ve glisilglisinin yerine
poliglisin alic1 olarak kullanildi. Serbest ve immobilize enzimlerin aktiviteleri, hidroliz
sonrast sar1 renkli p-nitroanilin (pNA) veren ve 405 nm dalga boyunda Shimadzu UV-
2401PC spektrofotometre ile izlenebilen kromojenik substrat L-y-glutamil p-nitroanilit

kullanilarak analiz edildi.
5.6. pH ve Sicakh@in Katalitik Aktivitesi Uzerine Etkileri

Serbest ve immobilize edilmis GGT'nin aktivitesine pH'in etkisi, daha evvel s6zii edilen
standart aktivite analiz prosediirii kullanilarak 37 °C'da 4 ila 10 arasinda degisen pH’a
sahip farkli Tris-HCI tamponlar1 (0,1 M) icinde gerceklestirildi. Ayrica serbest ve
immobilize enzimler ilizerine sicaklifin etkisini belirlemek icin serbest GGT ve GGT-
konjuge TA-Fe3sOs manyetik nanotaneciklerin ilave edilmesi ile incelendi. Farklh
sicakliklarda 1 dakika ve 10 dakikalik inkiibasyondan sonra GGT aktiviteleri belirlendi (25
-70 °C araliginda). Her ikisi i¢in reaksiyon karisimi 4 mM vy -glutamil p-nitroanilit ve 0,1

mM poliglisin igermis ve geriye kalan i¢in aktivite 6l¢iildii.
5.7. Kinetik Parametrelerin Belirlenmesi

En basit ve en yaygin uygulanan enzim kinetigi degerlendirmesi Michaelis-Menten (MM)
modelidir. Bu yaklasim, enzim (E) katalizi tliriine 6zgii olup birinci derece reaksiyon
olarak degerlendirilir ki burada, [S] > Kn ve [E] kii¢iik oldugu tipik kosullar altinda bir
enzim-substrat (ES) kompleksi olusumu vasitasiyla substrat (S)’in geri doniistimsiiz olarak
iriine (P) doniistiiriildiigli birinci mertebeden reaksiyon olarak ele alinir. MM modelinin

reaksiyonlar1 asagidaki sekilde yazilabilir:

kq ks
E+S < ESS E+P (5.1)
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Burada ki (M 's™!) ve k-1 (s!) ler ara kademe ES igin ayr1 ayri baglanma ve ayrilma
hizlar1 ve k> (s!) de enzim déniisiim sayisidir. SI birimleri parantez iginde gdsterilmistir.
MM olusumunun standart bir basitlestirme varsayimi (Briggs—Haldane kosulu veya kararl
hal yaklagimi), iirlin olusum 6lgeginde d[ES]/dt =0 A ile [ES] ‘nin ¢ok yavas degismesidir.

Boylece MM formiiliiniin genel tanimi asagidaki sekilde yazilabilir:

_ Vimax [S]
v = —Km+[s] (5.2)

Km: (MM sabiti) enzim ve substratin birbirleri i¢in afiniteyi tanimlar. Vmax enzimin substrat
ile doyuruldugunda reaksiyonun ne kadar hizli yliriidiigiinii anlatir, yani bu enzimin

katalitik etkinliginin bir 6l¢iimudiir.

Lineweaver-Burk esitligi

Vinax [S]
Km+[S]

MM tanimindan

1 Km+[S]
_— T — 5.3
v Vimax [S] ( )
1 Km \ 1 1
=Gt (5.4)
1 1
; VS E (55)
R
7 Lineweaver-Burk
ifv e
- Vo
z - -
1K, 1/[S]

Sekil 5.2. Lineweaver- burk egiresi
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Serbest ve immobilize enzim i¢in goriinen K ve Vmax degerleri y-glutamil p-nitroanilit
icin farkli derisimlerde (1-10 mM) y-glutamil p-nitroanilit substrat1 ve 405 nm’de, 37 °C'da

pH 8,5’de p-NA iiretimi i¢in hazirlanarak Lineweaver Burk grafiginden belirlendi.

5.8. Depolama Kararhhgi ve Immobilize Enzimin Tekrar Kullanilabilirligi

Immobilize ve serbest GGT'nin depolama kararliligi, +4 °C 'da 0,1 M Tris-HCI tampon
cozeltilerinde (pH 8,5) depolanan 6rneklerin kalinti aktivitesinin dl¢lilmesiyle belirlendi.
Numuneler 35 giin boyunca saklandi ve 7 giinliik araliklarla standard prosediir ile

aktiviteleri belirlendi.

Immobilize enzimin yeniden kullanilabilirligini belirlemek iizere, oda sicakliginda 0,1 M
Tris-HCI tampon c¢ozeltisi i¢inde (pH 8,2) 8 defa tekrarlayan dongiilerle immobilize
enzimin aktivitesi standard prosediir ile belirlendi. Herbir ardisik dongii i¢in, Fe3Os-TA-
GGT, manyetik ayirma ile reaksiyon ortamindan uzaklastirilmistir ve tekrarlayan her test

icin 0,1 M Tris-HCI tampon ¢ozeltisi (pH 8,5) ile 3—4 kez durulandi.

5.9. Manyetik Nanotaneciklerin Karakterizasyonu

5.9.1. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR)

Nanotaneciklerin ATR-FT-IR spektrumlari, Thermo Nicolet 6700 marka spektrometre

kullanilarak elde edildi. 2 cm™ ¢oziiniirliik ve 128 tarama ile spektrumlar alinds.

Resim 5.1. ATR-FT-IR spektrofotometresi
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5.9.2. X-1s1nlar fotoelektron spektroskopisi (XPS)

Nanotaneciklerin kimyasal analizi SPECS ESCA marka Mg/Al ¢ift anotlu XPS sistemi ile
monokromatik Al Ko uyarilmasi kullanilarak yapildi. Nanotaneciklerin yiizey taramasi 160
eV gecis enerjisi ile 15 kV ve 10 mA’lik akimla gerceklestirildi. Ornek yiizey alan1 5x5
mm? olarak tutuldu. Elementlerin baglanma enerjileri 285 eV’ daki C-C1s fotoelektronlari

referans alinarak belirlendi.

Resim 5.2. X-1s1nlar1 spektrometresi

5.9.3. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM)

TEM goriintiileri i¢in JEOL JEM 2100F STEM sistemi kullamldi. Oncelikle 10 mL
etanolde dagitilan nanotanecikler karbon film ile kapli bakir grid iizerinde biriktirildi ve
¢oOziicii olarak kullanilan etanol grid iizerinden oda sicakliginda buharlastirildiktan sonra
alan emisyon tabancali (FEG), 80-200 kV araliginda hizlandirict voltaj altinda g¢alisan

TEM ile nanotanecikler karakterize edildi.
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Resim 5.3. Gegirimli elektron mikroskobu

5.9.4. Manyetometre

Nanotaneciklerin manyetik 6l¢iimleri 25 °C’ da 7T manyetik alan uygulanarak stiperiletken
kuantum girisim manyetometresi (Cryogenic Limited PPMS sistem) kullanilarak

gerceklestirildi.

Resim 5.4. Manyetometre
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6. SONUCLAR VE TARTISMA

6.1. Tannik Asit Modifiyeli ve GGT Immobilize Edilen Manyetik Nanotaneciklerin
Sentezi ve Karakterizasyonu
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Sekil 6.1. GGT enziminin tannik asit modifiyeli manyetik nanotaneciklere kovalent
immobilizasyonunun olas1 mekanizmasi

Sekil 6.1’de GGT enziminin tannik asit modifiyeli manyetik nanotaneciklerin yiizeyine
kovalent immobilizasyonu i¢in dnerilen olas1 mekanizma gosterilmektedir. Tannik asit ile

alkali ortamda ikili ¢oktiirme yontemi ile sentezlenen manyetik nanotanecikler arasindaki
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bagin veya etkilesimin dogasi su sekilde aciklanabilir: Dopamin ve polifenoller gibi
katekol gruplart iceren molekiiller, Fe3Os, TiO; gibi nanotaneciklerle yiik transfer
kompleksleri olusturabilirler. Bu nedenle, manyetik nanotaneciklerin ylizeyindeki Fe (III)
ile tannik asit yapisindaki fenolik hidroksil gruplari arasinda olusan koordine kovalent
baglar sayesinde manyetik nanotanecikler tannik asit ile kolaylikla islevsellestirilirler
[123]. Ayrica enzimi elektrostatik etkilesim, fiziksel ve kovalent immobilizasyon gibi
birgcok yontemle bir malzeme ylizeyine immobilize etmek miimkiindiir. Tannik asit
modifiyeli manyetik nanotaneciklere GGT enziminin immobilizasyonu fiziksel ve kovalent

olmak {iizere iki yolla olabilir.

Genellikle fiziksel immobilizasyon, enzimin hidrolizi veya birka¢ enzim molekiilii
arasindaki molekiiller aras1 etkilesim gibi bircok yan reaksiyonlar ile enzim ve destek
yiizeyi arasinda gelisiglizel baglanma reaksiyonlari ile sonuglanabilir. Bu yan reaksiyonlar
siklikla konformasyon degisimine, biyoaktivite kaybina, aktif bolgenin bozulmasi ve
verimin diismesine sebep olur [124]. Kovalent immobilizasyon ise, tannik asit modifiyeli
manyetik nanotanecik ile GGT enziminin yapisindaki amin gruplari arasinda Schiff bazi ve
Michael katilma reaksiyonlar1 neticesinde olusan kovalent baglarla gerceklesir. Kovalent
immobilizasyon, oda sicakliginda tannik asidin polifenolik gruplarinin oksidasyonu
sonucunda olusan aktif kinon gruplari ile GGT enziminin yapisindaki amin gruplari
arasinda olusan kovalent baglarla gerceklesir. pH-duyarl kovalent baglar1 olan Schiff-bazi
iriiniiniin ya da Michael-tipi katilma reaksiyonu sonucunda olusan immobilize enzim,
GGT'nin stabilitesini ve aktivitesi artirdig1 ve kullanilmasi gereken GGT miktarini azalttigi

icin GGT aktif bir sekilde kovalent immobilize olur [125].

Demir (II) ve demir (III) tuzlarmin bazik ortamda ikili ¢oktiiriilmesi ile sentezlenen
manyetik nanotaneciklerin yapisal karakterizasyonu ATR-FT-IR spektrofotometresi ile

gerceklestirildi. Elde edilen FT-IR spektrumu Sekil 6.2°de gdsterildi.



37

0
85
80
75 3500-3000
70
65
60
55
50

€91

% Gegirgenlik

42 596
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalga sayisi (cm-1)

Sekil 6.2. Manyetik nanotaneciklerin FT-IR spektrumu

Bazik ortamda ikili ¢oktiirme yontemi ile sentezlenen manyetik nanotaneciklerin FTIR

! civarinda ortaya ¢ikan giiclii

spektrumu incelendiginde (Sekil 6.2), yaklasik 596 cm’
absorpsiyon bandi Fe-O gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir [126-124]. 1633
cm "deki bandin ise, demir oksit nanotanecikler tarafindan adsorblanan suyun
titresimlerinden ortaya ¢iktif1 diisiiniilmektedir [127]. 3000-3500 cm™! civarinda ortaya
¢ikan genis band ise nanotaneciklerin yiizeyinde bulunan hidroksil gruplarindaki hidrojen

bagina ait gerilme titresimine atfedilebilir [128].

Bu tez calismasi kapsaminda, GGT enziminin nanotaneciklere kovalent immobilizasyonu
icin, manyetik nanotanecikler bir kinon grubu olusturmak iizere tannik asit ile modifiye
edildi. Kinon grubunun nanotanecik yiizeyindeki varligini incelemek iizere tannik asit
modifiyeli manyetik nanotanecikler ATR-FT-IR spektrofotometresi ile analiz edildi. Elde
edilen FT-IR spektrumu Sekil 6.3’ de verildi.



38

9901

~ a
S T4 g
2 n 8
2 70
O
< 68
66
64
62
60 502
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalga sayisi (cm1)

Sekil 6.3. Tannik asit modifiyeli manyetik nanotaneciklerin FT-IR spektrumu

Sekil 6.3’de verilen spektrumun orta bdlgesindeki (1700-1000 cm™') sinyallerin, tannik asit
modifikasyonu nedeniyle manyetik nanotaneciklerin yiizeyindeki organik igerik ile ilgilidir
[129]. 1600 ile 1400 cm™' arasindaki absorpsiyon bandlari aromatic -C=C- baglar1 ile
ilgilidir. 1343 ve 1202 cm™” de ortaya ¢ikan bandlar fenol gruplarma aittir [130]. Aromatik
C-H bozunma titresimleriyle iliskili olan band 1066 cm™!'de gdzlemlenmistir [131]. 1711
ve 1612 cm™ adsorpsiyon bandlarmn sirasiyla C=O gerilme, ve aromatik C=C gerilme
titresimleriyle iliskili oldugu diisliniilmektedir. Manyetik nanotaneciklerin tanik asit ile
fonksiyonellestirildikten sonra 2980 cm'de ortaya cikan belirgin band C-H gerilme
titresimlerine atfedilebilir [132]. 3358 cm™ merkezli genis ve kuvvetli band ile 3500 ve
3000 cm™! civarinda gdzlenen giiglii bir absorpsiyon band1 hidroksil gruplar1 (OH) gerilme
titresimlerinden dolayidir ve OH arasinda ¢ok cesitli hidrojen baglanmasinin yaygin

cesitliliginden kaynaklanir [133].
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Sekil 6.4. GGT immobilize edilmis manyetik nanotaneciklerin FT-IR spektrumu

GGT immobilizasyonu sonrasi yapilan yapisal karakterizasyon neticesinde elde edilen FT-
IR spektrumu Sekil 6.4’de gosterildi. Immobilize enzimin spektrumundaki degisiklikler
tannik asit modifiyeli manyetik nanotaneciklerin FT-IR spektrumuna gore 1000 ila 1700
cm ~ ! araliginda gdzlemlenmektedir. Ozellikle, 1649 cm™'de (C=N) 'yle alakali bir bandin
varlig1 imino gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir ve Schiff bazlariin olusumunu
dogrular niteliktedir [134]. 3180 ve 2925 cm''deki absorbsiyon bandlari primer amino
grubuna atfedilebilir. 1560 cm™'de keskin banda, peptidin amid 1 bant gerilme
titresiminden kaynaklanmaktadir. Ciinkii tannik molekiilleri i¢indeki -OH gruplarinin hepsi
tannik ve GGT enzimi arasindaki komplekslesme veya kovalent bag olusum
reaksiyonlarina katilmazlar. Immobilizasyon ya da komplekslesme reaksiyonlarma katilan
fenolik gruplar, tannik asit modifiyeli manyetik nanotaneciklere ait spektrumda 1700-1000
cm’! bolgesinde yer almaktadir. 3600-3100 cm™ ! bdlgesindeki genis bantlar sadece GGT
enzimi ile reaksiyona girmez, ayn1 zamanda tannik asit modifiyeli manyetik nanotanecikler
serbest hidroksil gruplarina ait olurlar [135]. Hatta, manyetik nanotaneciklere ait Fe-O
bandin1 spektrumun sagina dogru kaydirdigini, bdylece daha kiiciik titresim frekansi
degerlerinin varligin1 da fark edebiliriz. Ayrica, Sekil 6.4' deki bandlarin keskinligi, GGT
enziminin tannik asit modifiye edilmis manyetik nanotaneciklerin yilizeyine
yiiklenmesinden sonra, amino asitlerle zengin enzimden gelen amin gruplarinin tannik asit
yapisindaki kinon gruplar arasinda, birgok Schiff bazlar1 olusturuldugunu ve enzimin

basarili bir sekilde immobilizasyonunu gostermektedir.
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ATR-FT-IR spektroskopisi ile yapilan yapisal karakterizasyonun ardindan hazirlanan
manyetik nanotaneciklerin kimyasal karakterizasyonlart XPS ile gerceklestirildi. Elde

edilen XPS spektrumu Sekil 6.5 de gosterildi.
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Sekil 6.5. Manyetik nanotaneciklerin XPS spektrumu

Bazik ortamda ikili ¢oktiirme yontemiyle sentezlenen manyetik nanotaneciklerin XPS
spektrumu incelendiginde (Sekil 6.4), 710, 720 ve 530 eV baglanma enerjilerinde gozlenen
giiclii pikler Fe2ps», Fe2pin, and Ols elemetlerine ait piklerdir. Bu piklerin varligi

manyetik nanotaneciklerin olustuguna dair en somut kanit olarak gosterilebilir [128].

Ikili ¢oktiirme yontemiyle sentezlendikten sonra tannik asit ile modifiye edilen manyetik
nanotanecikler XPS ile karakterize edildiler ve elde edilen XPS spektrumu Sekil 6.6 da

verildi.
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Sekil 6.6. Tannik asit modifiyeli manyetik nanotaneciklerin XPS spektrumu

Sekil 6.6’ da goriildiigli lizere, manyetik nanotaneciklerin Fe2ps», Fe2pin, ve Ols
elementlerinin piklerinin yanisira 285 eV baglanma enerjisinde ortaya c¢ikan yeni pik
tannik asit yapisindaki karbonil gruplarindaki Cls elementinden kaynaklanmaktadir.
Ayrica Ols pikinin manyetik nanotaneciklere gore 532 eV baglanma enerjisinde
gozlenmesi nanotaneciklerin katekol gruplariyla modifiye edildiginin bir kanitidir. Biitlin
bu sonuclar manyetik nanotaneciklerin tannik asit ile Dbasarili bir sekilde

islevsellestirildigini gostermektedir.

Bazik ortamda ikili ¢oktiirme yontemi ile siyah renkli manyetik nanotanecikler elde
edildikten sonra morfolojileri ve biiytikliikleri TEM analizi ile belirlendi. Sekil 6.7°de elde
edilen TEM goriintiileri gosterilmektedir.
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Sekil 6.7. (a) Manyetik, (b) Tannik asit modifiyeli manyetik, (c) GGT enzim immobilize
edilmis manyetik nanotaneciklerin TEM goriintiileri

Manyetik nanotaneciklere ait TEM goriintiisii incelendiginde, siliperparamanyetik
ozelliklerinden dolayr nanotaneciklerin birarada bulundugu ancak c¢ok yogun bir
aglomerasyonun olmadig1 sonucuna ulasildi. Ayrica nanotaneciklerin boyutlarinin tekdiize
oldugu ve ortalama nanotanecik ¢apinin 14 nm oldugu belirlendi. Tannik asit ile modifiye
edilen manyetik nanotaneciklerin TEM goriintiisii incelendiginde ise, manyetik
nanotaneciklere ¢ok benzer olduklar1 ortalama c¢aplarinda fazla bir degisiklik olmadig: ve
hafif bir aglomerasyon varlig1r saptandi. Ayrica ortalama nanotanecik ¢apt 16 nm olarak
hesaplandi. Ayrica manyetik nanotanecikler ile tannik asit modifiyeli nanotaneciklerin
ortalama c¢aplarinin yaklasik ayni olmasi, kiigiik organik molekiillerin nanotanecik

boyutunda biiyiik degisikliklere yol agmamasindan kaynaklanmaktadir. Siiperparamanyetik
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ozelliklere sahip manyetik nanotaneciklerin aglomerasyonunun neredeyse hi¢ olmamasi
nanotanecik  sentezinde karistrma  hizimin  ortalama 900 rpm  olmasindan
kaynaklanmaktadir. Ciinkii karistirma hizi arttik¢a nanotaneciklerin kiimelenme davranisi
gosterme egilimlerinde diisiis olmaktadir [136]. Nanotanecik ¢ap1 immobilizasyon i¢in
olduk¢a onemlidir. Yiiksek ¢ap hacim oranina sahip nanotanecikler daha biiylik ylizey
alanina dolayisiyla daha fazla enzim baglama kapasitesine sahip olmaktadirlar. Bu durum
substrat ve iriin diflizyonu i¢in daha az kisitlamaya sebebiyet vermektedir. Bu tez
caligmasi1 kapsaminda, GGT enzimi immobilize edilmis manyetik nanotaneciklerin TEM
goriintiisti incelendiginde (Sekil 6.7.c), nanotaneciklerin immobilizasyon neticesinden daha
fazla aglomerasyona ugradig: ve ortalama nanotanecik ¢apinin 18 nm oldugu gozlendi. Bu
sonug, enzimin tannik asit modifiyeli nanotaneciklere basarili bir sekilde immobilize
edilmesinin bir sonucu olarak diisiiniilebilir. Aglomerasyonun artmasi ise protein
yapisindaki enzimin birden fazla nanotanecige immobilize olmasi ve protein-protein

etkilesimlerinden kaynaklaniyor olabilir.

Hazirlanan biitiin manyetik nanotaneciklerin manyetik 6zellikleri oda sicakliginda VSM

Ol¢iimleri ile incelendi. Elde edilen manyetizasyon egrileri Sekil 6.8’de gosterildi.
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Sekil 6.8. Manyetik, tannik asit modifiyeli ve GGT enzim immobilize edilmis manyetik
nanotaneciklerin histerezis egrileri

Sekil 6.8, hazirlanan biitiin manyetik nanotaneciklerin histerezis egrilerini gostermektedir.
Biitlin nanotaneciklerin manyetik alan igerisinde (manyetik alan uygulandiginda) histerezis

gostermedigi acik¢a goriilmektedir. Bu durum, hem manyetik nanotaneciklerin hem de
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tannik asit ve enzim ile biyofonksiyonellestirilmis olan nanotaneciklerin oda sicakliginda
sliperparamanyetik karakterde olmalarinin bir sonucudur. Ayrica, sulu ¢ozelti igindeki
manyetik nanotanecikler ve tannik asit modifiyeli nanotanecikler siyah renkli bir
stispansiyon iken, enzim immobilize edilmis manyetik nanotanecikler koyu kahverengi bir
stispansiyondur ve bir dis manyetik alan altinda ¢ozeltiden kolaylikla geri alinabilirler. Dig
manyetik alan kaldirildiktan sonra hafif sallanma ile manyetik nanotanecikler yeniden
dagitilirlar. Miknatislanma egrilerine ve ayirma-yeniden dagitma islemine dayanarak,
hazirlanan nanotaneciklerin siiperparamanyetik Ozelliklere sahip oldugu sonucuna
varilabilir. Bu manyetik 6zellikler biyomedikal ve biyomiihendislik alanlarinin
uygulamalarinda kritik 6éneme sahiptir. Oda sicakliinda manyetik, tannik asit modifiyeli
manyetik ve GGT immobilize edilmis manyetik nanotaneciklerin doygunluk
miknatislanma degerleri sirasiyla 74,96, 66,34 ve 47,89 emu g! olarak belirlendi.
Manyetik nanotaneciklerin tannik asit ile islevsellestirilmesi ve enzim immobilizasyonu
neticesinde doygunluk miknatislanma degerlerinin azalmas1 yiizeyin islevsellik
kazanmasma ve dolayistyla manyetik karakterinin azalmasma atfedilebilir. Ozellikle
immobilizasyondan sonra biiyiik ol¢lideki diisiis tannik asit modifiyeli nanotaneciklerin

yiizeyine enzimin ¢ok biiyiik oranda immobilize olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

6.2. Serbest ve Immobilize Enzimin Aktivite Calismalari

6.2.1. Tannik asit modifiyeli manyetik nanotaneciklere immobilize olan enzim
miktarimn tayini

Immobilizasyon verimliligi, ayr1 ayr1 orjinal enzim ¢ozeltisinde protein igeriginin direkt
olarak oOl¢iilmesi ve immobilizasyondan sonra kalan siiziintiiden belirlendi. Bu amagla,
manyetik nanotaneciklerin yiizeyine kovalent immobilize edilen GGT miktari, 595 nm'de
Roti-Quant Protein Test Reaktifi Konsantresi kullanilarak bir kolorimetrik yontemle analiz
edildi [137]. Burada, sigir serum albiimin (BSA) protein standard: olarak kullanildi.

Manyetik nanotaneciklere immobilize enzimin miktar1 Esitlik 6.1 kullanilarak hesaplandi.

(CI_CS) -VNumune (6.1)
Wdestek

(p(mgenzim/gdestek ) =
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Burada,

¢ enzim miktarini,

Ci ve Cs ise sirasiyla mg mL"' olarak ayr1 ayr1 baslangic enzim derisimini ve

immobilizasyon sonrasindaki enzimi derigimini,

V ¢ozelti hacmini (mL),

W mevcut ¢aligmada immobilizasyon i¢in kullanilan manyetik nanotaneciklerin kiitlesini

gostermektedir.

Esitlik 6.1 kullanilarak, manyetik nanotaneciklere immobilize olan enzim miktarinin %
92,98 oldugu belirlendi. Bu sonuca dayanarak, tannik asit modifiyeli nanotaneciklerin
yiizeyine kolaylikla baglanmis kovalent baglarla enzimin immobilize oldugunu sdylemek
miimkiindiir. Ayrica immobilizasyon ile enzim molekiillerinin birbirinden etkilenmesini
onleyecek bir kararlilik kazandigin1 sdyleyebiliriz. Enzimlerin maksimum kararlilig: i¢in,
enzim ve destek yilizeyi arasinda kovalent veya kovalent olmayan etkilesimlerin
olusumunun birbirinin tamamlayicis1 niteliginde olmasit gerekmektedir. Ancak
immobilizasyon yonteminin maliyeti, destek malzemesinin difiizyonel 6zellikleri, yeterli
substratla etkilesebilmek i¢in immobilize enzimin aktif bodlgelerine diflizyonun sterik

engelin olmamasi gibi faktorler de enzimlerin kararliligini etkilemektedirler.

6.2.2. Katalitik aktiviteye pH etkisi

Enzim immobilizasyon calismalarinda, pH sadece amino asit gruplarmin o6zelliklerini
degil, ¢oziinmeyen destek malzemesinin ¢ozelti kimyasini da etkileyen Onemli bir
faktordiir. Protein destek etkilesimi ve bir proteinin ylizey 6zellikleri, pH’ dan giiclii bir
bigimde etkilenir. Tampon ¢6zelti pH'sinin serbest ve immobilize GGT iizerinde etkileri

incelenerek Sekil 6.9°da gosterildi.
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Sekil 6.9. Serbest ve immobilize enzimin katalitik aktivitesine pH etkisi

Immobilize enzimin, pH 6,0-8,5 araliginda iyilestirilmis bir enzim aktivitesi sagladig Sekil
6.9’ dan belirlendi. Serbest ve immobilize GGT nin aktivitesi, pH 8,5'e ulasildiginda
dereceli olarak arttigi gozlendi. Hem serbest hem de immobilize enzim, asagi yukari
benzer profilleri hafif degisikliklerle gostermektedir. Serbest ve immobilize enzimin
optimum pH degerleri sirasiyla 8 ve 8,5 olarak bulundu. Bununla birlikte, immobilize
enzimin pH 7-8,5 araliginda maksimum aktivite gosterdigi sonucuna ulasildi. Immobilize
GGT'nin optimum pH degerinin, serbest GGT'ye kiyasla 0,5 pH birimi bazik tarafa kaydig:
gozlendi. Genel olarak, immobilize enzimin optimum pH degeri, destegin anyonik veya
katyonik dogasina bagl olarak, serbest enziminkine kiyasla 2 pH birimine kadar kayabilir.
Amino gruplarla tasiyiciya baglanan pozitif yiikli enzim grubu sayisin,
immobilizasyondan sonra azalmasi nedeniyle bu sonug¢ beklenen bir durumdur. Boylece
enzimin karakteri daha fazla polianyonik hale gelmektedir. Genel olarak, GGT'nin
optimum pH degerleri pH 8,0 — 9,0 araligindadir [138]. pH degerindeki bir degisiklik yap1
bozulmasi nedeniyle optimum pH degerini gectikten sonra serbest GGT'nin aktivitesinin
hizla azalmasina yol agmaktadir. Bu bozulma, GGT enziminin immobilizasyonu ile 6nemli
Olciide azaltilabilir. GGT molekiiliiniin u¢ amino gruplarina sahip oldugu ve bazi GGT
molekiilii amino gruplarinin manyetik nanopartikiillerin yilizeyindeki tannik asitin karboksil
gruplart ile reaksiyona girebilecegi varsayilabilir. Serbest GGT aktivitesine kiyasla
immobilize GGT'nin enzimatik aktivitesindeki iyilesme, hem GGT'nin otolizinin en aza
indirilmesi / ortadan kaldirilmas1 hem de yiiksek yiizey alanli ve tutuklanmis manyetik

nanotaneciklerin ylizeyine immobilize edilmis GGT’nin stabilize edilmesine ve GGT
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enziminin aktif bolgelerine substratin daha rahat erisebilmesi ile sonuglanmig olmasina
atfedilebilir. GGT aktivitesinin bu stabilizasyonu, biiylik olasilikla, sadece otolizi degil
aynt zamanda GGT dogal yapisinin bozulmasimi da onleyen GGT ve tannik asit

molekiillerinin manyetik nanotanecik yiizeyindeki ¢oklu nokta baglantilarinin sonucudur

[139].
6.2.3. Sicakhigin katalitik aktiviteye etkisi

Sicakligin enzim aktivitesi iizerindeki etkisi, optimum c¢alisma kosullarini belirlemek igin
pH'nin etkisi ile birlikte son derece 6nemlidir. Bundan dolayi, enzim stabilizasyonunu
aragtirmak icin serbest ve immobilize GGT'min 25 ile 70 °C arasinda degisen

sicakliklardaki bagil aktiviteleri incelendi. Elde edilen sonuglar Sekil 6.10°da gosterildi.
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Sekil 6.10. Serbest ve immobilize enzimin katalitik aktivitesine sicaklik etkisi

Enzim katalizli reaksiyonlarda, optimum sicakligin iistiinde, enzim yapisinin denature
olmasi nedeniyle enzim aktivitesi azalir. Hem serbest hem de immobilize GGT i¢in
optimum sicaklik degeri yaklagik 60 °C olarak belirlendi. (Maksimum aktivite her iki
enzim formu i¢in 60 °C'de gozlemlendi (Sekil 6.10). Bu sicakligin iizerinde, enzim

aktivitelerinin, enzim yapisinin bozulmasi nedeniyle biiyiik 6l¢iide azaldig1 gozlemlendi.



48

60-85 °C sicaklik araliginda, immobilize GGT, serbest enzimden daha yiiksek bir termal
stabiliteye sahip olmasindan dolay1 daha yiiksek bir aktivite sergiledigi sonucuna ulagildi.
Ciinkii immobilizasyon, enzim baglanmasi i¢in daha sert bir harici omurga saglar. Boylece,
etkilesimlerin bozulmasinda veya enzimlerin sekonder / tersiyer yapilarinin agilmasinda
yiiksek sicaklik veya asirt pH'nin etkisi en aza indirgenir [140]. Bakteri kokenli GGT'nin
optimum sicakliklari tipik olarak 55-70 °C araligindadir ve yapilan tiim ¢alismalarda GGT,
toprakta yiiksek sicakliklara dayanabilen ve yetistirilebilen Bacillus licheniformis gibi
bakterilerden elde edildigi i¢in bu sonug¢ beklendi. Hayvandan elde edilen GGT biraz daha
diisiikk optimum sicakliga sahipken, immobilize GGT'nin daha yiiksek stabilitesi, azalmis
otolizden kaynaklanabilir. Ciinkii nanotaneciklerin yiizeyindeki enzim molekiillerinin

fonksiyonel gruplari, birbirleriyle biiyiik 6l¢lide kisitlanmis bir temasa sahiptir [141].
6.2.4. Serbest ve immobilize enzimin kinetik parametreleri

Immobilize enzimin kinetik davranisi, serbest enziminkinden onemli dlgiide farkli olabilir.
Immobilize enzimin 6zellikleri immobilizasyon yontemine gore farkliliklar gosterebilir.
Ayrica, ayn1 immobilizasyon yontemi, farkli enzimler lizerinde onemli Olclide farklh
etkilere sahip olabilir. Bu degisiklikler, immobilizasyon yontemi sebebiyle veya
immobilizasyon desteginin varlig1 ve dogas1 geregi enzimde konformasyonel degisikliklere

sebep olmaktadir.

NA
pNA

Aksepor PNA 405 nm'de 6lciildii Uriin

GpNA

standard GGT testi

Sekil 6.11. Enzim-substrat etkilesimi



49

Substrat derisiminin serbest ve immobilize enzimlere etkisi, Michaelis-Menten ve
Lineweaver — Burk esitlikleri kullanilarak incelendi. Bunun ig¢in, L- y -glutamil p-
nitroanilitin Tris-HCI (pH 8,5) tampon ¢o6zeltisinde hazirlanan farkli derisimlerdeki
substrat ¢ozeltisinin (0,5-10 mM) serbest ve immobilize enzim ile etkilesimleri arastirildi
(Sekil 6.11). Serbest ve immobilize enzimlerin Ky ve Vmax degerleri, Sekil 6.12°de

gosterilen Lineweaver — Burk grafigi kullanilarak hesaplandi.
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Sekil 6.12. Serbest ve immobilize enzimin Lineweaver — Burk egrileri

Serbest enzimin Ky degeri 1,19 mM iken, immobilize enzimin Ky degeri 0,902 mM
olarak Sekil 6.12°de verilen Lineweaver — Burk egrilerinden belirlendi. Km degerleri
arasindaki bu fark, immobilize enzimin substrat i¢in serbest enzimden daha yiiksek bir
biyolojik etkinlige sahip oldugunu gosterir. Enzim nanotanecige baglandigi zaman, daha
iyi bir konformasyonda bulunabilmek i¢in kendini yeniden diizenlemesi nedeniyle substrat

afinitesinin artmasinda etkili olmus olabilir.

Bu nedenle, enzimin aktif bolgeleri, serbest enziminkinden daha miisait olabilir ve boylece
immobilize enzimin Km degerinin serbest enzimin Km degerine oranla yaklasik % 75
azaldigimi sodylemek miimkiindiir. Diisiik Km giliglii enzim-substrat baglanmasini
gosterdiginden, substrat immobilize enzimin aktif bdlgesine baglandiginda, gegcis

kompleksi daha karali olmaktadir. Ayrica, serbest ve immobilize enzimin Vmax degerleri
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sirastyla 14,43 mM ve 10,91 mM olarak belirlendi. Bu sonuglara gére, immobilize enzimin
Vmax degerinin distiigiine dikkat g¢ekebiliriz. Bununla birlikte, Vmax'taki bu azalma,
tannik asitle modifiye edilmis manyetik nanotaneciklere kovalent immobilize olan
enzimlerin aktivitelerini kaybettigine isaret edebilir. Bu aktivite kaybi, katalitik olmayan

konformasyonal bozulmalardan veya aktif bolge bozunmasindan kaynaklanmis olabilir.
6.2.5. Serbest ve immobilize enzimin depolama kararhhklari ve kullanim sayilari

Enzimler, her ne kadar kararsiz yapilar olsalar da, ticari olarak yararlidirlar. Enzim
immobilizasyonu ile bu istenmeyen o6zelligin iistesinden gelinebilir. Immobilizasyon
yontemini segerken, depolama kararliligi ve immobilize enzimin ¢oklu kullanimi biiytik
onem tagimaktadir. Serbest ve immobilize enzimin depolama kararliliklar1 35 giin boyunca

+4 °C' da depolanarak incelendi ve elde edilen sonuglar Sekil 6.13° de gosterildi.
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Sekil 6.13. Serbest ve immobilize enzimin depolama kararliliklart

Serbest enzim 35 giiniin sonunda baglangi¢ aktivitesinin % 65' ini kaybettigi, immobilize
enzimin, ayni zaman araliginda ilk aktivitesinin % 20'sini kaybettigi Sekil 6.13” de agik¢a
goriilmektedir. Bu durum, immobilizasyonun GGT enziminin stabilitesini artirmasinin ve

aktifliginin daha uzun siire kalmasinin sonucudur.
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Immobilize enzimin kullanim sayis1 enzimin kararliligi agisindan olduk¢a &nemlidir. Bu
sebeple immobilize enzimin yeniden kullanilabilirligi ve dolayisiyla operasyonel kararlilig
arastirildi. Bunun ig¢in, immobilize enzimin substratla etkilesim prosediirii ardarda

uygulandi ve elde edilen sonuglar Sekil 6.14° de verildi.
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Sekil 6.14. Immobilize enzimin yeniden kullanilabilirligi

Sekil 6.14 incelendiginde, immobilize enzimin 7 tekrarli kullanimdan sonra ilk
aktivitesinin ~ %60'm1  korudugu  belirlendii. Bu durum, GGT enziminin
immobilizasyonunun, enzim kararliligini = siirdiirmesinden ve enzimin yeniden

kullanilabilirligini gelistirmesinden kaynaklanmaktadir.
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7. SONUC

Manyetik nanotanecikler iizerine enzim immobilizasyonu, ¢Ozelti ortamindaki serbest
enzimleri iyilestirmek i¢in kolay bir yol saglar. Dahasi, destek iizerinde daha yliksek
miktarda enzimin immobilizasyonuna izin verebilen destegin yliksek yilizey alanina sahip
nanoyapilar olmasi nedeniyle immobilize enzimler daha ¢ok substrat ile etkilesime girerek
iiriin olusururlar [142]. Kovalent immobilizasyon, enzimin yiizeyden ayrilmasin1 azaltir.'*?
Ayrica, baglanma verimliligini arttiran, kiitle transfer direncini azaltan, kirlenmeyi azaltan
ve enzimleri hizla ayiran ve maliyetleri azaltan oldukga spesifik bir yilizey saglayan
sliperparamanyetik nanotanecikler iretilebilir. Bir sliperparamanyetik nanotanecik siirekli
manyetik 6zelliklere sahip degildir; ancak ihtiya¢ oldugunda dis manyetik alan tarafindan
manyetize edilebilir ki yliksek degerli bir {iriiniin saflastirma isleminde ¢ok yararl

olacaktir.

Immobilizasyon yontemleri, baglanma noktas1 enzimin aktif bélgesinde oldugunda enzim
aktivitesini etkileyebilir. GGT gibi yiliksek molekiil agirlikli enzimler i¢in, uygun bir
bosluk doldurucunun sokulmasi, enzimi daha fazla esneklige muhatap kilar. Bu, dolgu
olmadan immobilize enzime kiyasla sterik engellemenin azalmasi sebebiyle enzimin
aktivitesini 6nemli Ol¢lide artirabilir. Bu calismada, kovalent bagli enzim miktarinin
baslangi¢ ¢ozeltisindeki miktarinin yaklagik % 93'i oldugu bulundu. Kovalent baglanma
prosesi, 6zel fonksiyonel gruplar ile oransal olarak diizenlenebilir. Ayrica, toksik
kimyasallar kullanilmadan diisiik maliyetli ve verimli immobilizasyon, manyetik
nanotanecik iizerine kaplanan tannik asitin pH artis1 ile oksitlenmesiyle gerceklestirildi.
Tannik asit yapisindaki polifenollerin (katekol gruplarinin) artan pH ile oksitlenmesiyle
kinon gruplar1 olusur. Kinonlar, iki karbonil grubu iceren bir siklik organik bilesik
grubudur. Kinon gruplar igeren tannik asit ile ve yliksek miktarda amin grubu igeren
enzim, pH duyarli kovalent baglarla Schiff-bazi iirlinii vermek {izere oda sicakliginda
reaksiyona girebilir [144]. Schiff-bazlar1 olusturan baglarin hidrolizini 6nlemek i¢in

caligma kosulu olarak ¢ozelti pH’ s1 6' nin iizerinde se¢ilmelidir.

Ozetle, bu tez kapsaminda manyetik nanotanecikler kolay ve ucuz bir metod olan alkali
ortamda demir tuzlarmin ikili ¢oktiiriilmesiyle elde edildi ve GGT enziminin kovalent
immobilizasyonu i¢in tannik asit ile modifiye edildi. Elde edilen manyetik

nanotaneciklerin  superparamanyetik  Ozellikte  olduklar1  gozlendi. = Manyetik
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nanotaneciklerin tannik asit ile islevsellestirilmesi ve enzim immobilizasyonu neticesinde
yiizeylerinin islevsellik kazanmasindan manyetik oOzelliklerinin azaldigi belirlendi.
Manyetik nanotaneciklerin TEM goriintiilerinden kiiresel geometride olduklar1 ve 14 nm
araliginda yarigaplari oldugu sonucuna ulasildi. Aymi sekilde tannik asit modifiyeli ve
enzim immobilize edilmis manyetik nanotaneciklerin yarigaplarinin sirastyla 16 ve 18 nm
oldugu belirlendi. Ayrica enzim immobilizasyonu sonucunda manyetik nanotaneciklerin
kiimelenme davranmiglar1 gosterdikleri belirlendi. GGT enziminin tannik asit modifiyeli
manyetik nanotaneciklere kovalent immobilize oldugu ve immobilize olan enzim
miktarinin % 92,98 oldugu belirlendi. Yapilan aktivite caligmalar1 sonucunda, immobilize
enzimin katalitik aktivitesinin optimum sicaklik ve pH degerlerinin 60 °C ve 8,5 oldugu
belirlendi. Michaelis-Menten esitligi kullanilarak serbest ve immobilize enzimin Kwm
degerleri sirasiyla 1,19 ve 0,902 Mm olarak hesaplandi. Kym degerleri arasindaki bu fark,
immobilize enzimin substrat i¢in serbest enzimden daha yiiksek bir biyolojik etkinlige
sahip oldugunu gosterir. Enzim nanotanecige baglandigi zaman, daha iyi bir
konformasyonda bulunabilmek i¢in kendini yeniden diizenlemesi nedeniyle substrat
afinitesinin artmasinda etkili olmus olabilir. Ayrica serbest ve immobilize enzimin
depolama kararliliklar1 35 giin boyunca +4 °C' da depolanarak incelendi. Serbest enzim 35
giiniin sonunda baglangic aktivitesinin % 65' ini kaybettigi, immobilize enzimin, ayni
zaman aralifinda ilk aktivitesinin % 20'sini kaybettigi. Immobilize enzimin 7 tekrarh

kullanimdan sonra ilk aktivitesinin % 60' in1 korudugu belirlendi.

Sonug olarak, hazirlanan GGT modifiyeli manyetik nanotanecikler gerek immobilizasyon
yontemi, gerek immobilize enzimin genis bir sicaklik araligindaki ve yiiksek pH’ lardaki
kararliligi ve gerekse depolama stabilitesi ve tekrar tekrar kullanilabilirligi agisindan

biyokatalizorler i¢in yeni ufuklar agmaktadir [145].

Nanotaneciklerin immobilize enzimlerin etkinligini arttirdig1 bilinmektedir [146]. Bunun
yanisira, tim nanotanecik-enzim konjugatlari enzimatik aktivite artisi gostermemekle
birlikte, enzimlerin nanotaneciklere kontrollii biyokonjugasyona sahip olmalarmma da
baghdir [147]. Ayrica, bes biiyiikk fizikokimyasal mekanizma nanotanecik-enzim
konjugatlar1 lizerinde gelismis enzimatik aktiviteye katki saglar: daha yiiksek enzim
yogunlugu; substratin nanotanecik yiizeyine ¢ekilmesi ve nanotanecik-enzim biyo-
konjugatinin hareketine bagli olarak gelen substratin gelismis kiitle transferi; nanotanecik

morfolojisi; daha etkin immobilize enzimlerin eldesini saglayan nanotanecik ylizey
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kimyast; ve artmis enzim-substrat etkilesimleri i¢in uygun enzim oryantasyonu. Bu
mekanizmalar, nanotaneciklere immobilize enzimlerin aktivitesinin daha iyi anlagilmasin
saglar ve yeni nanotanecik-enzim konjugat sistemlerinin tasarimini optimize etmek i¢in
uygulanabilir [148]. Diger immobilizasyon destekleri ve yontemlerinde oldugu gibi,
manyetik nanodesteklerin yiizeyine immobilizasyon, substrat afinitesini arttirir ve enzimi

genis araliktaki sicaklik ve pH cok ¢esitli degisikliklere kars1 stabilize eder.

Benzer sekilde, enzimatik aktivite depolamada bir siire boyunca stabil kalir. Kovalent
immobilize enzimler, ayn1 zamanda, destekten ayrilarak enzim kaybinin azaltilmasindan
dolay1 daha uzun siire kullanim dongiilerine sahiptir. Ayrica enzim nanotanecige
baglandig1 zaman, daha iyi bir konformasyonun benimsenmesi i¢in kendini yeniden
diizenlemektedir. Bu nedenle, enzimin aktif bdlgeleri substrata karsi, serbest bir
enziminden daha miisait olabilir bdylece enzimin aktif bolgelerinin substrat afinitesi artig
gosterir. Ote yandan, manyetik nanotaneciklere immobilizasyonun avantajlarina ragmen,
baz1 dezavantajlar1 da vardir: Birincisi, nanotanecikler aralarindaki gii¢lii manyetik
etkilesimler nedeniyle kiimelenebilirler; ikincisi, manyetik nanotanecikler, hava ile
oksitlenebilir, bu da biiyiik 6l¢ekli islemlerde istenmeyen bir durum olabilir [149]. Bu tez
caligmasinda, tannik asit modifiyeli manyetik nanotaneciklere immobilize enzimin termal
olarak kararli ve depolamada stabil kaldigi gozlendi; bu yaklasimin, pahali enzimlerin
ekonomik olarak uygun hale gelebilecegini ve boylece GGT kullanilan kataliz i¢in yeni

biyoteknolojik ufuklar agtigin1 diigiindiirmektedir.

Enzim bazli biyosensorler, bir enzim elemaninin ve analitlerin segici olarak saptanmasi
icin sinyal isleme ile iligkili bir dedektor veya ¢eviricinin birlestirilmesinin bir sonucudur.
Sadelikleri, yliksek oOzgiilliikleri, diisiik maliyetleri ve diisiik Olgeklenebilirliklerinden
otiirli, enzim bazli biyosensorler hizli, hassas ve siirekli bir kullanim saglar [150]. Sonug
olarak, enzim immobilizasyonunda siiperparamanyetik nanotaneciklerin kullanimi1 diger
nanotaneciklerin (silika, altin, glimiis vb) veya diger manyetik olmayan mikrokiirelerin
kullanimina karsi {istlinliige sahiptirler. Ciinkii manyetik nanotanecikler bir dis manyetik
alan yardimiyla hizli ve kolay bir sekilde ¢ozelti ortamindan uzaklastirilabilir, yikanabilir,
uzun zaman alan ve birka¢ defa yapmay1 gerektiren ultrasantrifiij ayirma yapmaksizin
bircok defa kullanilabilir. Bunun yanisira, manyetik nanotanecikler mikro o6lcekli
taneciklere kiyasla daha genis ylizey alanina sahip olduklarindan dolayi, pahali olan

enzimlerin daha diisiik miktarlarda kullanilmasina olanak saglayarak maliyeti diisiirmeye
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yardimc1 olur. Ayrica tannik asit ile modifiye edilen manyetik nanotaneciklerin
yiizeylerine kovalent immobilizasyon i¢in herhangi bir ara baglayicinin kullanilmamasi
ozellikle zaman ve maliyetten tasarruf edilmesini saglayarak immobilizasyon yontemine

ayrica ustiinliik kazandirdig1 diisiiniilmektedir.
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