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SEMBOLLER VE KISALTMALAR

4VPBA > 4-vinil fenil boronik asit

APTMS : Aminopropil trimetoksi silan

Au : Altin

CS : Kitosan

DLS : Dinamik 151k sagilim1

DSC : Diferansiyel taramali kolorometri

DTA : Diferansiyel termal analiz

EDC : 1-Etil 3-karbodiimid hidroklorid

FesOas : Manyetit

FesOs-NH2 : APTES fonksiyonel manyetik nanopartikii
FesOs-NH2-4VPBA : Boronik asit tlirevli manyetik nanopartikiil
FesOs4-NH2-4VPBA-PEG : PEG kapli manyetik nanopartikiil

FTIR : Fourier dontisiimlii kizil6tesi spektrofotometresi
L-ASNaz : L-asparajinaz

MNP : Manyetik nanopartikiil

MPTMS : 3-merkaptopropiltrimetoksi silan

MRI : Manyetik rezonans goriintiileme

NIR > Yakin kizilotesi spektroskopisi

PEG : Poli etilen glikol

SEM : Taramal1 elektron mikroskobu

TEM : Transmisyon elektron mikroskobu

TGA : Termogravimetrik Analiz

VSM - Vibrasyonlu numune magnetometre

XRD : X-151m1 diffraksiyonu

EDTA : Etilen diamin tetra asetik asit

MPMS : 3-Merkaptopropi metoksi silan

CDT : Karbon nanotiip
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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

SUDA COZUNEBILEN BORONIK ASIT FONKSIYONEL MANYETIK
NANOPARTIKULLERIN SENTEZLENMESI VE L-ASPARAJINAZ
IMMOBILIZASYONUNDA KULLANIMI

Gamze Dik

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstittstu
Kimya Anabilim Dali

85+XI sayfa
2021
Danisman: Prof. Dr. Burhan ATES

L-asparajinaz, basta Akut Lenfoblastik Ldsemi olmak iizere bir¢ok Ilenfoma
hastaliginin tedavisinde kulllanilan kemoterapotik bir enzim-ilagtir. Bu tedavilerde kullanilan
L-asparajinaz’in bakterilerden izole edilmesinden dolay:r kullanimini sinirlayan bazi yan
etkileri mevcuttur. Bununlu birlikte L-asparajinazin hem kandaki yar1 omriinii arttirmak hem
de daha etkili bir sekilde kullanilmasini saglamak igin ¢esitli nanotasiyici sistemler
gelistirilmektedir. Bu ¢alismanin amaci L-asparajinaz1 bor tiirevli manyetik nanopartikiillere
immobilize etmek, immobilize enzimin optimum parametrelerini arastirmak ve zayif
manyetik alan altinda indiikleyerek enzimin katalitik aktivitesinin iyilestigini gostermektir.

Bu amagla oncelikle tasiyici matriks olarak kullanilmak {izere manyetik demir oksit
nanopartikiilleri sentezlenmis ve boronik asit ile modifiye edilmistir. Calisma kapsaminda
elde edilen tiim malzemeler yapisal ve morfolojik olarak karakterize edilmistir. Ayrica,
immobilize enzimin optimum parametreleri (pH, sicaklik), termal kararliligi, depolama
kararliligi, yeniden kullanilabilirligi ve Kinetik parametreleri incelenmis ve serbest enzimle
kiyaslanmistir. Dahasi, immobilize enzimin zayif manyetik alan altinda aktivitesi
incelenmistir. Serbest enzimin optimum pH ve sicaklig1 sirasiyla 8,5 ve 45 °C bulunurken,
immobilize enzim igin 7,5 ve 40 °C olarak bulunmustur. Ayrica, 10 kullanim dongiisiinden
sonra bile immobilize enzim baslangic aktivitesinin %54’tinii korumustur. Kinetik
caligmalarda serbest enzim igin ve immobilize enzim i¢im Km degerleri sirastyla 10,376+0,5
ve 7,06£2,99 mM olarak, Vmax ise sirasiyla 138,88+2,64 ve 121,95+1,070 umol/dk olarak
bulunmustur. Bunlara ek olarak 10 Hz’lik bir manyetik alan ve 20 mT’lik bir manyetik ak1
uygulandiginda aktivitenin sirasiyla yaklagik 3,2 ve 4,3 kat arttig1 gozlenmistir.

Sonu¢ olarak, L-asparajinaz immobilizasyonunda kullanilmak {izere suda
¢Oziintirlikkleri yiliksek fonksiyonel bor tiirevli manyetik nanotasiyicilar hazirlanmis, L-
asparajinaz enzimi immobilize edilmis ve immobilize enzimin aktivitesi zayif manyetik
alanda arttirilmastir.

Anahtar Kelimeler:  Boronik asit, L-asparajinaz, Enzim immobilizasyonu,
Nanotastyicilar, Manyetik nanopartikiller
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L-asparaginase is an enzyme-drug used in the treatment of Acute Lymphoblastic
Leukemia (ALL) and some lymphomas. L-asparaginase, which is used in these treatments,
has some side effects resulting from its isolation from bacteria and limiting its use. To prevent
this situation, L-asparaginases are available in PEG-conjugated form. However, various
magnetic nanocarrier systems are being developed to make L-asparaginase more
biocompatible, to ensure that it reaches the desired region more effectively, and to examine
its kinetic properties. The aim of this study is to synthesize boron-derived magnetic
nanoparticles to immobilize L-asparaginase and to examine the kinetic properties of the
immobilized enzyme.

For this purpose, magnetic iron oxide nanoparticles were synthesized and modified
with boronic acid to be used as carrier matrix. All materials obtained within the scope of the
study were characterized structurally and morphologically. In addition, the optimum
parameters (pH, temperature), thermal stability, storage stability, reusability and Kinetic
parameters of the immobilized enzyme were investigated and compared with the free enzyme.
Moreover, the activity of the immobilized enzyme under weak magnetic field was
investigated. The optimum pH and temperature of the free enzyme were found to be 8.5 and
45 °C, respectively, while it was found to be 7.5 and 40 °C for the immobilized enzyme.
Moreover, even after 10 cycles of use, the immobilized enzyme retained 54% of its initial
activity. In kinetic studies, Km values for free enzyme and for immobilized enzyme were
found to be 10.376+0.5 and 7.06+£2.99 mM, respectively, and Vmax was found to be
138.88+2.64 and 121.95+£1.070 pmol/min, respectively. In addition, when a magnetic field of
10 Hz and a magnetic flux of 20 mT were applied, it was observed that the activity increased
approximately 3,2 and 4,3 times, respectively.

As a result, functional boron-derived magnetic nanocarriers with high water solubility
were prepared for use in L-asparaginase immobilization, L-asparaginase enzyme was
immobilized and the activity of the immobilized enzyme was increased in a weak magnetic
field.

Keywords: Boronic acid, L-asparaginase, Enzyme Immobilization, Nanocarriers,
Magnetic nanoparticle
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1. GIRIS

Cagimizin en 6nemli hastaliklarindan biri olan kanserle miicadele i¢in gesitli tedavi
yontemleri arastirilmaktadir. Bu yontemlerden biri olan enzim-ilag tedavileri enzimlerin
kemoterapide yiiksek kullanim potansiyellerinin fark edilmesi ve olumlu sonuglarin
gozlenmesiyle birlikte oldukea ilgi goren bir yontem haline gelmistir. Yapmis oldugumuz
caligmada kullanilan L-asparajinaz (L-ASNaz, EC.3.5.1.1) enzimi, Akut Lenfoblastik
Losemi (ALL) tedavisi basta olmak tiizere farkli bircok kanser tiirliniin tedavisi i¢in
kullanilan bir enzimdir. L-ASNaz enzimi esansiyel olmayan L-asparajin amino asidini L-
aspartik asit ve amonyaga doniistiiriir. Saglikli hiicreler ihtiya¢ halinde L-asparajin amino
asidini sentezleyebilirken, tiimor hiicreleri bu amino asidi sentezleyemez ve biiyliyebilmek
icin kandaki amino asidi kullanirlar. Bu sebeple kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan
L-ASNaz enzimi, kandaki L-asparajin amino asidini ortamdan uzaklastirarak kanserli
hiicrelerin biiylimesini yavaglatir ve zamanla 6liimiine yol agar. Enzimlerin yliksek maliyetli
olmasi, yarilanma Omiirlerinin kisa olmas1 ve gesitli alerjik reaksiyonlar gostermeleri gibi
dezavantajlar  onlarin  kemoterapide  kullanimlarini  sinirlandirabilmektedir.  Bu
dezavantajlarin oniine gecebilmek i¢in yeni stratejiler gelistirilmektedir. Enzimlerin uygun
tastyicilara immobilize edilmeleri bu stratejilerin basinda gelmektedir. Calismalardan elde
edilen sonuglara dayanarak enzimlerin uygun tasiyicilara immobilize edilmesi Sayesinde
cevresel faktorlere karsi dayanikliligin arttirilmasi, maliyetin diisiiriilmesi, yeniden
kullanilabilirligi, ilacin istenilen bdlgeye hedeflendirilmesi ve alerjik etkilerin azaltilmasi
gibi olumlu etkilerinin oldugu sdylenilebilir. Ancak, immobilizasyon yonteminin bu kadar
avantajina ragmen, karsilagilan en biiylik sorun enzimin aktivitesinin smirlanmasidir.
Bundan dolay1, son zamanlarda immobilize enzimlerin ¢esitli uyaricilarla (akustik, manyetik
alan, elektrik vb.) aktivitesinin tetiklenmesi {lizerine arastirmacilar yogun bir sekilde
calismaktadirlar.

Bu amagla yapmis oldugumuz c¢alismada manyetik Fe3Os nanopartikiilleri
hazirlanmis olup, 3- aminopropil trimetoksi silan (APTMS) ile modifiye edilerek NH uglar
olusturulmustur. Hazirlanmis olan bu nanopartikiillere 4-vinil fenil boronik asit (4VPBA)

eklendikten sonra poli etilen glikol (PEG) ile kaplanarak sudaki ¢oziiniirliigii arttirtlmistir.



Son olarak hazirlanmis olan Fe3O4-NH2-4VPBA-PEG nanopartikiillerine L-ASNaz enzimi
immobilize edilmistir. Hazirlanmis olan tiim malzemeler fourier doniisiimlii kizilGtesi
spektrofotometre (FTIR), X-1s1m1 difraksiyon (XRD), vibrasyonlu numune magnetometre
(VSM), taramali elektron mikroskopu (SEM), enerji yayilimli X-1sin1 analizi (EDX) ve
dinamik 151k sacilim1 (DLS) ile karakterize edilmistir. Immobilize enzim ile serbest enzimin
optimum sicaklik, optimum pH, depolama kararlilig1, Kinetik parametre, termal kararlilik,
yeniden kullanilabilirlilik ve enzim aktivitesi iizerinde manyetik alan etkisi gibi parametreler
Olctilerek immobilize edilen enzimin sagladig1 avantajlar g6z 6niine serilmistir.

Enzimin etkinligine kargt kullanimini sinirlandiran sorunlar disiiniildiigiinde,
enzimin immobilize edilmesi kullanimini daha elverisli hale getirir. Bu ¢aligma hazirlanmig
olan ve modifiye edilen Fe3O4 nanopartikiillerine L-ASNaz immobilizasyonunu igermekte
olup, manyetik alan etkisi ile enzim akitivitesinin iyilestirilmesi ilag tasiyici sistemler iginde

yeni bir bakis agis1 ortaya koymaktadir.

1.1.L.-ASNaz

Enzimler canli organizmalardaki biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran biyolojik
katalizorlerdir (Robinson, 2015). Enzimler substratlara 6zgii ¢alistiklarindan dolay1 canli
hiicrelerdeki metabolik olaylar1 kontrol ederler. Bunun yani sira tibbi ¢calismalardan, tekstil
calismalarina kadar olan ¢ok genis bir caligma yelpazesine sahiptirler (Ahmed ve dig, 2012).
Son zamanlarda, enzimlerin klinik ¢alismalar1 ¢esitli hastaliklarin tedavisi igin oldukca artis
gostermistir. Bu enzimlerden biri olan L-ASNaz, esas olarak L-asparajinin, L-aspartik asit
ve amonyaga hidrolizini katalizleyen bir enzimdir. L-ASNaz’in L-asparajini hidroliz
tepkimesi iki asamada gerceklesir. [lk asamada enzimin niikleofilik kalintis1 gii¢lii bir baz
tarafindan aktive edilir ve boylece L-asparajinin amil karbon atomuna saldirirarak beta-asil-
enzim olusumuna neden olur. Ikinci asama ise bir su molekiilii tarafindan aktive edilen
niikleofil tarafindan ester karbonu tizerine etki eder ve iriin olarak L-aspartik asit ile
amonyak molekiiliinii olusturur (Cachumba ve dig., 2016). L-ASNaz’n, L-asparajin amino
asidini L-aspartik asit ve amonyaga hidrolizini Kkatalizleyen tepkime Sekil 1.1°de

gosterilmektedir.
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Sekil 1.1 : L-ASNaz’1n kataliz reaksiyonu (Nunes ve dig, 2020)

L-ASNaz’in ayn1 zamanda L-glutamin, D-asparajin, D-glutamin amino asitlerine de

diisiik bir derecede affinitesi vardir.
1.2. L-ASNaz’in Molekiiler Yapisi

L-ASNaz aktivitesi ilk olarak Clementti (1922), tarafindan domuz kan plazmasinda
kesfedilmistir. Ardindan Kidd (1953), L-ASNaz’1 bakteri ve bitki gibi farkli kaynaklardan
saflagtirmak tizerine bir ¢ok calisma yapmistir ve uyguladigir kobay serumunun antitiimor
aktivite gosterdigini rapor etmistir. Daha sonra Neuman ve McCoy, (1956) L-asparajin
varliginda ve yoklugunda in vitro kosullar altinda normal hiicreler ve tiimor hiicreleri
arasindaki metabolik farkliliklar1 sunmuslardir. Tiim bu bilgilerden yola ¢ikarak Broom
(1953), kobay serumunun antitiimor aktivitesininn L-ASNaz enzimi tarafinda L-asparajinin
tiiketilmesine baglamistir. Enzimin antitlimor aktivitesinin kabul edilmesine ragmen, o
zamanlar kobay olarak domuzun kullanmilmas1 ve biiylikk miktarlarda enzimin
saflagtirilamamasi kullanilmalarin1 sinirlandirmaktaydi. Bu nedenle 1964’te Mashburn ve
Wriston alternatif enzim kaynagi arastirmaya baslamislardir. Son olarak Champell ve
arkadaslar1 bakterilerden saflastirilan enzimleri Tip I ve Tip II olmak iizere ikiye

ayirmiglardir. Tip | L-ASNaz periplazmada bulunurken Tip 1l L-ASNaz sitoplazmada



bulunmaktadir. Bununla beraber Tip II L-ASNaz’in antitiimor Ozellik gosterdigi
bilinmektedir.

L-ASNaz’in en yaygin saflastirildigi bakteri tirleri E. Coli ve Erwinia sp.’dir.
E.coli’den saflastirilan L-ASNaz’in molekiil agirlig1 132-141 kDa arasindayken Erwinia sp.
yaklagik 138 kDa’dir. L-ASNaz her biri 35,6 kDa’dan olusan homotetrametik bir yapiya
sahiptir. Asagida verilmis olan Sekil 1.2°de E.Coli’den saflastirilan L-ASNaz’a ait molekiil
yapisi gosterilmektedir. Ayrica verilmis olan Sekil 1.3’te yine E.Coli’den salplastirilan Tip

Il L-ASNaz’1n aktif merkezdeki amino asitleri gosterilmektedir.

Sekil 1.2 : E.Coli’den saflastirilan L-ASNaz enziminin molekiiler yapisi (Swain ve dig, 1993)

Sekil 1.3 : £. Coli’den saflastirilan Tip II L-ASNaz enziminin aktif merkezinin aminoasit rezidiileri
(Swain ve dig, 1993)



1.3.L.-ASNaz Kaynaklari

Amino asit sekansi1 ve biyokimyasal ozellikleri géz oniine alindiginda L-ASNaz
enzimi bulunduran birkag farkli grup mevcuttur. Bunlar bakteriler, mantarlar,
aktinomisetler, algler ve bitkiler olarak siniflandirilabilirler. En yaygin kullanilan sinif tiirii
ise bakterilerdir. L-ASNaz’in pankreatit, hiperglisemi hepatoksisite, pihtilasma,
immiinolojik vb. cesitli yan etkilerinin enzimin farkli kaynaklardan saflastiriimasi ve
kapsamli karakterizasyonu ile birlikte ortadan kaldirilabilmektedir (Oza ve dig, 2011; Borek
ve Jaskolski, 2001).

1.3.1. Bakteriyel Kaynaklar

Bakteriyel L-ASNaz’lar Tip | ve Tip II olmak tizere iki sekilde siniflandirilirlar
(Campbell ve dig. 1967). Tip I enzimler periplazmada ifade edilirler ve hem asparajini hem
de glutamini hidrolize ederler. Tip Il enzimler ise sitoplazmada ifade edilirler ve
ekspresyonlari i¢in anaerobik ortam gereklidir. Bunun yan sira Tip II L-ASNaz’lar tiimor
hiicreleri i¢in temel bir besin olan L-asparajin’e kars1 yiiksek bir affiniteye sahiptirler.

L-ASNaz varligi E. Coli, E. Carotovora, Bacillus sp, Pseudomonas spp, E.
Chrysanthemi gibi bir¢ok bakteri tiiriinde tespit edilmistir (Cappelletti ve dig, 2008). Ancak
giiniimiizde endiistiiriyel ve klinik uygulamalarda, yiliksek affiniteleri ve diisiik glutaminaz

aktivitesi sebebiyle E. Coli ve E. Chrysanthemi bakterileri daha ¢ok kullanilmaktadirlar.

1.3.2. Aktinomisetler

Zengin antibiyotik kaynaklari, anti-timor ilaclar ve diger birgok biyoaktif olarak
dikkat ¢eken bu organizmalar {lizerinde cesitli arastirmalar yapilmaktadir. Aktinomisteler,
tiim L-ASNaz iireten kaynaklar arasinda iizerinde en az durulmus organizmalardir (Sudhir
ve dig, 2012). Ayrica S. Karnatakensis, S. venezuale, S. Longisporusflavus, S. Ginsengisoli
herampon jarbua gibi aktinomisetlerin L-ASNaz iirettigi bilinmektedir (Deshpande ve dig,
2014; Mostafa ve dig., 1979; Mostafa ve Salama, 1979).

1.3.3. Algler

Algal L-ASNaz ilk olarak John H. Paul tarafindan Chlamydomonas spp’den
saflastirilmistir (Paul, 1982). Saflastirilan enzimin molekiil agirligi 275 kDa, Km degeri ise

1,34x10* M olarak tespit edilmistir. Enzimi in vivo kosullarda az antitiimor etkisinin



gbzlenmesi, saflagtirilan bu enzimin klinik ¢aligmalar igin tercih edilmemesine neden

olmustur.
1.3.4. Bitkisel Kaynaklar

Bitkilerde L-asparajin baslica nitrojen depolama ve tasima bilesigidir. Bitkilerde L-
ASNaz protein sentezi i¢in gerekli olan amonyagi L-asparajin’den serbest birakmakla
gorevlidir. L-ASNaz bitkilerde arpa kokleri, Lupinus leutus ve Dilichos lab fideleri, yesil
biber, Tamarindus indica, Lupinus angustifolius, soya fasulyesi yapraklari, Lupines
arabreus 'un yapraklari, ¢igek tomurcuklari, ve kok uglar1, Arabidopsis thaliana, nohut fidesi
kotiledonlar1, bezelye, Lotus japonicas, Datura innoxia, Lypersicum lycopersicum, Vigna
unguiculata gibi birgok bitki tiiriinde tespit edilmistir (El-Sayed ve dig, 2012; Bruneau ve
dig, 2006; Cho ve dig, 2007; Oza ve dig, 2009). Ayrica bir¢ok yiiksek bitkide de tespit
edilmistir. Fakat yiiksek bitkilerden L-ASNaz’in saflastirilmasi ve karakterizasyonu

konusunda ¢ok az ¢alisma mevcuttur (Oza ve dig, 2009).
1.3.5. Mayalar

L-ASNaz mantarlardan da izole edilebilmektedir. Ayrica bakterilerden elde edilen L-
ASNaz’lara kiyasla daha az yan etkileri oldugu goézlenmistir. Aspergillus tamarii ve
Aspergillus terreus L-ASNaz izole edilebilen mantarlara 6rnek gosterilebilmektedir (Sarquis
ve dig, 2004).

1.3.6. Rekombinant L-ASNaz

L-ASNaz’n hidroliz aktivitesi ilk olarak Lang tarafindan birkag sigir eti dokusunda
kesfedildiginden (Lang, 1904), bakteri, maya, mantar, bitki, hayvan ve hatta toprakta dahil
olmak tizere degisken L-ASNaz kaynaklar1 bulunmustur (Kuldeep Kumar, 2012). Bunlardan
E. coli ve Erwinia'dan L-ASNaz i¢in kodlanan gen, ila¢ pazarinda rekombinant L-ASNaz
tiretimi i¢in siklikla kullanilmaktadir, ancak Erwinia L-ASNaz, E.coli L-ASNaz’a karsi
duyarlilig1 yiiksek olan hastalar i¢in daha uygundur (Mashburn ve Landin, 1970; Gallo ve
dig., 1971; Ashworth ve MacLennan, 1974).

1.4. L-ASNaz’in Etki Mekanizmasi



L-ASNaz’in substrati olan L-asparajin, amino asitlerin amid grubu {iyesidir ve timor
hiicreleri i¢in 6nemli bir besin kaynagidir. Kanserli hiicrelerde artan yayilma hizi ve
metabolik siirecler nedeniyle bu aminoaside olan ihtiyaglar1 artmaktadir (Luhana ve dig,
2013). Bu L-asparajin talebi iki sekilde karsilanir:

1. Kan serumundan

2. Hiicrelerin kendileri tarafindan sentezlenmesi yoluyla

Bir enzim-ila¢ modeli olan L-ASNaz L-asparajini, L-aspartik asit ve amonyaga hidrolize
eder (Narta ve dig, 2007). Ortaya ¢ikan diisiik L-ASNaz seviyesi, normal hiicreleri
etkilemeden, timor hiicrelerinin canliligini etkileyerek biiyiimelerini engeller. Bu sebeple
bu enzim ila¢ modeli basta ALL olmak iizere, Hodking Hastalig1i, Melano karsinoma gibi
kanser hastaliklarinin tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Asagida verilmis olan

Sekil 1.4°te L-ASNaz’1n etki mekanizmas1 verilmistir.
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Sekil 1.4 : L-ASNaz etki mekanizmasi (Azmi ve dig, 2017)

1.5.L.-ASNaz’in Kemoterapotik Etkisi



L-ASNaz aktivitesi ilk olarak 1904 yilinda Lang tarafindan sigir dokularinda tespit
edilmistir. Clementi, 1922 yilinda, Lang’in gozlemi i¢in deneysel bulgular1 saglamis ve
enzimin amido-hidrolitik aktivitesinin otgullarin tim dokularinda, sadece omnivor
hayvanlan karacigerlerinde bulundugunu ve et¢il hayvanlarin organlarinda bulunmadigini
bildirmistir (Clementi,1922). Bir anti-kanser olarak enzimin giicii kobay serumunun anti-
timor oOzelliklerini gozlemleyen Kidd tarafindan kesfedilmistir (Kidd, 1953). Sonraki
yillarda Neuman ve McCoy, in vitro kosullarda L- asparajin varlig1 ve yoklugu durumunda
tiimor hiicrelerinin ve normal hiicrelerin arasindaki metabolik farkliliklar1 gostermislerdir
(Neuman ve McCoy, 1956). Bu bilgilere dayanarak Broom, kobay serumunun anti-tiimor
aktivitesini L-ASNaz enzimi tarafindan L-asparajin tiikketimiyle iliskilendirmistir (Broom,
1963).

Enzimin bir antikanser ilag¢ olarak kullanilmasi teorisinin kabul edilmesine ragmen, o
zamanlar ana kaynak olarak kobaylarin ve domuz serumlarinin kullanimi enzimlerin izole
edilmebilmesini zorlastirmaktaydi. Bu nedenle farkli enzim kaynagi olarak E. coli tizerinde
calismiglardir (Champbell ve dig, 1964). Daha sonra 1970’li yillarda bakteriyel kaynakli L-
ASNaz’larin yan etkilerinin gdzlenmesi, enzimin yapisal 6zelligini degistirmeden yan
etkilerinin azaltilmas1 amaglanarak enzim PEG’e baglanmistir. Ayrica dogal formlarina
kiyasla azalmig antikor olusumu ve yarilanma 6dmriinde 6nemli 6l¢lide uzama goézlenmistir

(Abuchowski ve dig, 1979).

1.6.Ticari L-ASNaz’lar

L-ASNaz’mn halihazirda kullanilan {i¢ preparatt mevcuttur. Bunlar; E. Coli L-ASNaz
(Elspars Merck& Co, West point, PA, ABD), Pegasparagase (Oncaspars Enzon, Inc.,
Bridgewater, NJ,ABD) ve Erweniases (Ipsen-Speywood, Pharmacuticals Ltd, Ingiltere)
olmak tizere gruplandirilabilir. Ayrica Medacs (Kyowa Hakko, Kogyo, Japonya), Crasnitins
(Bayer AG, Leverkusen, Almanya), Leunases (Sanofi-Aventis, Paris, Fransa) gibi muadilleri
de mevcuttur. Mevcut olan bu preparatlarin dogal formlara kiyasla daha uzun bir yar1 6mre

sahip olduklar1 ve daha az immiinolojik yan etkileri oldugu gézlemlenmistir.

1.7.Gida Endiistrisinde L-ASNaz Kullanimi



Akrilamid insanlar i¢in kanserojen bir madde olarak bilinir ve gidalarda bulunan L-
ASNaz ile karbonil bilesikleri arasinda gerceklesen Maillard reaksiyon sonucu agiga ¢ikar
(Medeiros ve dig, 2011). Maillard reaksiyonlar1 akrilamid olusturmasina ragmen gida
endiistrisinde bir¢ok olumlu degisiklige de neden oldugundan tamamen ortadan kaldirilmasi
miimkiin degildir. Bu sebeple 6zellikle yiiksek dozda tiiketildiginde hemoglobin ile katki
olusturan ve iireme bozuklugunada neden olan akrilamidin gidalarda olusumunu engellemek
icin L-ASNaz enziminden faydalanilmaktadir (Williams ve dig., 2019). Son yillarda, L-
ASNaz, gida sisteminde akrilamid olusumunun azaltilmasinda bir uygulama buldugu icin
gida enzimi olarak basartyla kullanilmistir. L-asparajin nisastali gidalarin birgogunda
bulunur ve 1s1l islem sirasinda indirgenen seker ile reaksiyona girerek Maillard reaksiyonun
bir yan iriinii olan akrilamidi olusturur (Mottram ve dig, 2002). L-ASNaz varhiginda
akrilamid olusumu engellenmis olur. L-ASNaz’1n akrilamid olusum siirecindeki rolii asagda

verilmis olan Sekil 1.5’te gosterilmektedir.
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Sekil 1.5 : Maillard reaksiyonu



2. ENZIiM IMMOBILIZASYONU ve IMMOBILIiZASYONDA KULLANILAN
TASIYICI MATERYALLER

2.1. Enzim Immobilizasyonu

Enzimler, bir¢ok kimyasal reaksiyonu katalize eden biyomolekiillerdir ve canli
organizmalardan saflastirililar. Uretim kolaylig1, substrat ozgiilliigii ve yesil kimyasi
nedeniyle bir¢ok farkli alan tarafindan ilgi gérmiistiir. Bununla beraber, stabilite, raf dmrii
ve yeniden kullanilabilirliklerinin olmamasi kullanimlarin1 zorlastirmaktadir. Bu nedenle
enzimlerin 6zelliklerinin gelistirilmesi ve dezavantajlarinin Oniine gecebilmek icin yeni
stratejiler gelistirilmektedir. Enzim immobilizasyonu, bu sorunlarin {istesinden gelme

stratejilerinden biridir (Lima-Ramos ve dig, 2014).

Enzim immobilizasyonu, enzimlerin substrat ve tiriinden farkli bir tagiyict matrikse
baglanmasi olarak tanimlanir. Bu tasiyici matriksler bazi 6zelliklere sahip olmalidirlar.
Bunlar; uygun maliyetli olmali, toksik olmamali, inert olmali, yeniden kullanilabilir olmali
enzim aktivitesini arttirabilme, iiriin inhibisyonunu azaltabilme ve en Onemlisi klinik

uygulamalar i¢in biyouyumlu olmali denilerek siralanabilir ( Brady ve Jordaan, 2009) .

Enzim immobilizasyonunun temel amaci, diisiik sentez maliyeti ve yiliksek baglama
kapasitesine sahip bir tasiyict matriks kullanarak miimkiin olan enzim Kkatalizinin
avantajlarmi maksimum hale getirmektir (Garcia-Galan ve dig, 2011). Immobilize
edilmeyen bir enzimin stabilitesi esas olarak kendi i¢ yapisi tarafindan belirlenirken,
immobilize bir enzimin stabilitesi, tasiyiciyla etkilesiminin dogasi, baglanma konumu ve bag
sayis1 matriksteki konformasyon degisikligi 6zgiirliigli, enzim molekiiliiniin bulundugu
mikro ortam, tasiyicinin kimyasal ve fiziksel yapisi, aralayicinin 6zellikleri (6rnegin, yiiklii
veya notr, hidrofilik veya hidrofobik, boyut, uzunluk), enzim molekiillerinin immobilize
edildigi kosullar dahil olmak {izere bircok faktore baghidir. Bu nedenle, immobilize
enzimlerin zaman, sicaklik ve diger saklama kosullar1 ve deneysel degiskenlere gore
stabilitesinin, immobilizasyonda artmasi veya azalmasi beklenebilir (Sheldon, 2007).
Sunulan bu bilgiler dikkate alindiginda immobilize edilen enzimin, immobilize edilmeyen

enzime kiyasla bazi avantajlari oldugu sdylenilebilir. Bu avantajlar asagida siralanmaktadir.

e Genellikle daha yiiksek stabilite gosterirler
¢ Yeniden kullanilabilirler

e (evresel kosullara (sicaklik, pH vb.) daha dayaniklidirlar
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¢ Yeniden kullanilabilirlikleri sayesinde maliyeti diistiriirler
e Reaksiyon ortamindan kolaylikla uzaklastirilabilirler

e Klinik uygulamalarda yan etkilerin azalmasini saglarlar.

2.2.Enzim Immobilizasyon Yéntemleri

Immobilizasyon ydnteminin se¢imi, enzimin baglanma yerindeki kimyasal yapiy1
veya reaktif gruplar1 degistirmeyerek enzim aktivitesi kaybin1 onlemek i¢in ¢ok dnemlidir.
Enzimin aktif bolgesinin dogas1 hakkinda énemli bilgiler yardimci olacaktir. Diger yandan,
aktif bolge koruyucu gruplarin baglanmasiyla korunabilir, daha sonra bunlar herhangi bir
enzim aktivitesi kaybi olmadan ¢ikarilabilir. Bazi durumlarda, bu koruyucu islev, bir substrat
veya enzimin yarismali bir inhibitorii tarafindan yerine getirilebilir. Enzim
immobilizasyonunun en yaygin prosediirleri adsorpsiyon, kovalent baglanma, tuzaklama ve
capraz baglamadir (Sheldon, 2007). Sekil 2.1’de gesitli immobilizasyon yontemlerinin

sematik temsilini verilmektedir.

immobilizasyon Yontemleri

Finksel Yontemler Kimyasal Yontemler
Adsrobsiyon Enkapsilasyon Tuzaklama Capraz Baglama Kovalent Baglama
- - -— -~
¢ 7 ‘~"
=n 19 !
-1a <&
o | 2

Sekil 2.1 : Farkli immobilizasyon yontemleri (Gongalves ve dig, 2019)
2.2.1. Kimyasal immobilizasyon yontemleri

Geri doniisiimsliz immobilizasyon yontemlerinde enzim tasityict matrise geri
kazanilmayacak bir sekilde baglanir. Enzim kimyasal yapisin1 ve aktivitesi kaybetmeden
tagiyict matrisden ayrilmaz. Geri doniisiimsiiz immobilizasyon yontemleri 3 baglik altinda

toplanabilir.
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2.2.1.1. Capraz baglama yontemi

Bu yontem, enzimlerin iki veya cok islevli reaktifler veya ligandlarla birbirine
baglanmasini igerir . Bu sekilde, ¢ok yliksek molekiiler agirlikli tipik olarak ¢6ziinmeyen
agregatlar olusur. Capraz baglama basit bir siiregtir. Herhangi bir tasiyici matriksi
kullanmadig1 i¢in ¢ok¢a tercih edilen bir yontem degildir. Kovalent tiirden bir bag
icerdiginden, bu sekilde immobilize edilmis enzimler siklikla konformasyonel degisikliklere
ugrayarak aktivite kaybina ugrar. Bu yontem diger destege bagli immobilizasyon yontemleri
ile kombinasyon halinde, yani adsorpsiyonla immobilize edilmis enzimlerin kaybin1 en aza

indirmek i¢in elverigli bir yontemdir.

Capraz baglama icin en yaygin olarak kullanilan iki islevli ajan glutaraldehittir.
Glutaraldehidin iki ucundaki reaktif aldehit gruplari, bir baz reaksiyonu yoluyla enzimlerin
serbest amino gruplari ile reaksiyona girer. Gluteraldehit diisiik maliyeti, yiiksek etkinligi ve
stabilitesi nedeniyle yaygin olarak kullanilmasina ragmen bazi dezavantajlar1 da vardir.
Baslica dezavantajlar, katalitik gruplarin immobilizasyondan sorumlu etkilesimlere
katilimindan kaynaklanabilecek istenmeyen aktivite kayiplaridir (Bilal ve dig, 2017; Brady
ve dig, 2008).

2.2.1.2. Kovalent baglama yéntemi

Enzimler tagiyict matrikse kovalent baglar yardimiyla baglanir. Enzim molekiilleri ya
dogrudan matriks iizerinde bulunan reaktif gruplara ya da ¢esitli kimyasal reaksiyonlarla
matrikse yapay olarak baglanan bir ara yiizey yardimiyla baglanir. Tasiyict matriks olarak
dogal ya da sentetik matriksler kullanilabilir. Uygun tasiyict matriks se¢imi, cesitli
uygulamalar  sirasinda  maliyetine, baglama  kapasitesine,  kullanilabilirligine,

hidrofilikligine, yapisal 6zelliklerine ve dayanikliligina baghdir.

Bu immobilizasyon yontemi yok denecek kadar az konformasyonel degisikliklere yol
acan esansiyel olmayan aminoasitleri igerir. Immobilize enzimlerin asir1 fiziksel veya
kimyasal kosullara kars1 yliksek diren¢ gostermesini saglar. Bununla beraber bu yontemde
sert immobilizasyon kosullar1 ve enzimin etkilesimi sirasinda dahil olan aktif bolgedeki
benzer amino gruplarinin uyumu nedeniyle enzimin konformasyonel ve katalitik
ozelliklerinde ciddi degisikliklere neden olur (Kayastha dig, 2003; Reddy ve Kayastha,
2006; Zheng ve dig, 2012; Pierre ve dig, 2006).
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2.2.1.3. Iyonik baglama ydntemi

Bu yontem, yiiklii bir tasiyict matriks ile enzim molekiilleri arasindaki iyonik
etkilesimlere dayanmaktadir. Burada, matriks tlizerindeki ylizey yiik yogunlugu ne kadar
yiiksekse, matrikse baglanan enzim miktar1 o kadar biiyiikk olacaktir. Bazen iyonik
etkilesimlere ek olarak enzim molekiilleri de tasiyict matrikse fiziksel olarak adsorbe
edilebilir. Immobilizasyon sirasinda iyonik etkilesimler yoluyla enzim baglanmast,
¢ozeltinin pH'ina, enzim konsantrasyonuna ve sicakliga baglidir. Yaygin olarak kullanilan
matriksler polisakarit tiirevler, sentetik polimerler ve inorganik malzemeler olarak
siralanabilir. Bu immobilizasyon yontemi enzimin yapisinda minumum degisikliklere yol
acar. Bununla birlikte, optimal olmayan kosullar altinda matriksten enzim ayrilma sansi
arttig1 icin, immobilize enzimin katalize ugradig1 ¢ozeltinin dogru iyonik kuvvetinin ve
pH'sinin korunmasina 6zel 6nem verilmelidir (Kayastha ve Srivastava, 2001; Tripathi ve
dig, 2007; Kumar ve dig, 2009; Neto ve dig, 2011).

2.2.2. Fiziksel immobilizasyon yontemleri

Fiziksel immobilizasyon yontemleri enzim ve tasiyici matriks arasindaki ikincil
etkilesimlerden faydalanilmaktadir. Bu yontemde enzim ve matriks arasindaki etkilesimler

geri dontistiiriilebilirler.
2.2.2.1. Adsorbsiyon yontemi

Cozinmeyen tastyict matrikslerin  ilizerine enzimlerin adsorbsiyonu, diger
immobilizasyon yontemlerine gore genis uygulama ve yiiksek kapasiteli enzim ytliklemesine
sahip ¢ok eski ve basit bir yontemdir. Bu yontemle enzimler, enzimlerin uygun bir adsorban
madde ile uygun pH ve iyonik kuvvet kosullar1 altinda basitge karigtirilmasiyla immobilize
edilebilir. Adsorban se¢imi 6zellikle kullanilan enzim sizintisinin en aza indirilmesini hedef
alir. Kimyasal modifikasyonu ve enzim hasarin1 onlemek i¢in, enzimlerin ve tasiyici
matriksin mevcut yilizey Ozelliklerinin dikkate alinmasi gerekir, pH veya iyonik giigte
olagandis1 degisikliklerin kullanimi sirasinda baglanma kuvvetlerinin zayiflamamasina
dikkat edilmelidir. Adsorpsiyon, genellikle protein mikro ortaminda biiyiik degisikliklere
yol agar ve tipik olarak, tek bir protein molekiilii ile immobilizasyon yiizeyindeki bir dizi
baglanma bolgesi arasinda ¢ok noktali protein adsorpsiyonunu igerir. Bu yontemin temel

dezavantaji, enzimin sicaklik dalgalanmalari, substrattaki degisiklikler ve iyonik
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konsantrasyonlar gibi faktorler tarafindan kolaylikla desorbe edilmesidir (Junior ve dig,

2016; Bastida ve dig, 1998).
2.2.2.2. Selasyon ve metal baglama yontemi

Selasyon veya metal baglama yontemi, ¢ogunlukla kromatografik bir yontem olarak
kullanilan bir bagka yaygin fiziksel enzim immobilizasyonu tiiriidiir. Yiiksek maliyetli ve
giivenlik sorunlar1 igeren bu yontem, endiistrilerde ¢ok tercih edilmemektedir. Bu yontem
yiiklii ve polar amino asitlerin (histidin, lizin, fenilalanin, sistein ve tirozin) koordinat baglari
yoluyla metal iyonlarina baglanma kabiliyetine dayanir. Tasiyict matriks yiizeye baglanan
metal iyonlar1, kendilerine zayif bir sekilde baglanmis metal ligandlara sahiptir. Enzimin
tastyictya maruz kalmasi tizerine, zayif ligandlarin yerini enzim molekiilleri alir (Wu ve dig,
2009). Baglanma, metal iyonu i¢in daha yiiksek afiniteye sahip bir ligandin (etilen diamin
tetraasetat, EDTA) katilmasiyla veya fazla rakip ligandin eklenmesiyle kolayca tersine
cevrilebilir (Afaq ve dig, 2001).

Baglanmanin tersine cevrilmesi, verim tizerinde herhangi bir kayda deger etki
olmaksizin destegin kolayca yenilenmesini saglar. Diger tersine cevrilebilir enzim
immobilizasyon yontemlerine gére en Onemli avantaji, enzim saliniminin maksimum
diizeyde kisitlanabilmesi nedeniyle baglanmanin makul ol¢lide giiglii olmasidir. Cesitli
selatlama anyonlar1 gecici olarak matrikse eklenebilir ve ardindan enzimin destege yari
kararl eklenmesi izler (Afaq ve dig, 2001). ilgili reaktifler gida iiriinlerinin iiretimi igin
giivenli olmayabilir ve saglik tehlikelerine neden olabilir. Enzimlerin aktif bolgelerinde
metal iyonlart ile etkilesime bagli olarak enzim aktivitesindeki azalma da bu islemin 6nemli

bir dezavantajidir.

2.2.2.3. Disiilfid bag1 yontemi

Bu yontemde enzim ve tastyict matriks arasinda disiilfiir baglar1 mevcuttur. Aslinda
bir tiir kovalent baglanma yontemi olmasina ragmen baglanmanin tersine cevirilebilirligi
saglanilabilir. Bu yontemde immobilizasyon sirasinda serbest bir tiyol grubu ile genellikle
sistein kalintilar1 lizerinde distilfid bag1 olugmaktadir. Bu reaksiyon uygun kosullar altinda

ditiyotreitol eklenmesiyle geri doniistiiriilebilir (Neves-Petersen ve dig , 2006).
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2.2.2.4. Tuzaklama yontemi

Tuzaklama yonteminde, enzimin her yonde bir polimere (poliakrilamid, aljinat vb.)
capraz baglanmasini, enzimin yiizeyinde bulunan hemen hemen her yan zinciri polimer
kafesi i¢indeki fiziksel tuzakla kaplamayi igerir. Siirekli doniisiimii saglayan uygun boyutta
substratin niifuz etmesine ve {iriin molekiillerinin salinmasina izin verir. Ancak bu yontem
sadece sinirli sayida enzimde kullanilabilir. Bu yontemin birkag avantaji vardir: basitlik, i¢
enzim Ozelliklerinde degisiklik olmamasi, kimyasal modifikasyon icermemesi, minimum
enzim gereksinimi ve gesitli sekillerde matriksler mevcuttur. Bu yontemin ¢esitli
dezavantajlari; sadece kiiciik boyutlu substrat / triinler kullanilabilen enzim sizintisi,
matriksin mekanik Ozellikleri ile enzim aktivitesi tizerindeki etkisi ve difiizyon
kisitlamalarinin varlig1 arasinda hassas bir denge gerektirir (Das ve dig, 1998; Nakarani ve
Kayastha, 2007).

2.2.2.5. Enkapsiilasyon yontemi

Bu yontemin temel ilkesi, substratlara veya liriinlere kiyasla enzimin daha biiyiik
boyutudur. Enzim yar1 gegirgen bir zar i¢inde tutulabildiginde veya tikandiginda, kii¢iik
substrat molekiillerinin igeri dagilmasina ve {iriin molekiillerinin dagilmasina izin verecektir.
Ancak enzimler ¢ok daha biiyiiktiir, membrandan gecemez ve zarin iginde kalirlar.
Dolayisiyla, enzim, kapsiil iginde serbestge hareket etmesine ragmen, zar i¢inde sinirlidir.
Bir membran igerisindeki kapsiilleme, enzim yapisin1 dogal formunda tutar ve enzimin
sizmasini Onleyerek onu ortamin zorlu kosullarindan korur. Coklu enzim kapsiillemeleri, bir
zar iginde birden fazla enzimi yakalayarak da olusturulabilir . Fakat bu teknik, benzer
caplardaki substrat ve enzim molekiillerini iceren reaksiyonlar i¢in tavsiye edilmez ¢ilinkii

bu gibi durumlarda optimum goézenek boyutu se¢ilemez (Krishnamoorthi ve dig, 2015).

2.3.Enzim iImmobilizasyonunda Kullanilan Nanotastyic1 Malzemeler

Nano, kelimesi Yunanca ‘Nanos’ yani ciice anlamina gelir. Nano yapili taneciklere
nanometre dlgegiyle degerlendirilir ve nanometre metrenin milyarda birine (10°) denktir.
Nano teknolojiye ait ilk caligmalar 1959 yilinda Richard Feyman tarafindan baslatiimasina
ragmen nanoteknoloji kelimesini ilk kez 1974 yilinda Norio Taniguchi tarafindan
kullanilmistir. Nanoteknolojide nanomalzemenin boyutu genellikle 1-100 nm arasindadir.

Ancak bu nm araliginda bulunan her malzemeye nanomalzeme demek dogru degildir

15



(Giirsoy, 2014). Ciinkii bu malzemenin nanomalzemenin getirdigi yiiksek yiizey hacim
orani, yiksek yiizey enerjisi, benzersiz mekanik, termal, elektriksel, manyetik ve optik
Ozellikleri gibi avantajlar1 tasimasi gerekmektedir. Bu avantajlara sahip olmalar1 nano
malzemelerin elektronikten depolamaya, iletisimden biyolojik ve medikal uygulamalara

kadar yaygin bir sekilde kullanilmasin1 saglar.

Nanotasityict malzemeler goriintiileme problart terapotik ajanlar ve biyolojik
materyalleri belirli bir doku organ ve hatta hiicre gibi hedeflenen bolgelere verimli bir
sekilde tasiyirp dagitilabildikleri i¢in biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle enzim immobilizasyonlar1 ve ilag tastyici sistemler olarak
kullanilmalar1 oldukga ilgi gérmektedir. Bu alanlarda kullanilan nanotasiyict malzemeler
viicutta bulunan ¢esitli dogal nanomalzemelerden ilham almaktadir. Bunlar viicuttaki dogal
isleyisi diizenleyen ve aktif molekiillerin tasiyicilar1 olarak hareket edebilen cesitli
nanoboyutlu vezikiiler, lipidler, proteinler ve karmasik biyomakromolekiilleri igerir.
Nanotasityict malzemelerin biyomedikal uygulamalardaki avantajlarini asagidaki gibi

siralayabiliriz.

+* Nanotastyict malzemeler boyutlarinin  getirmis olduklar1  avantajlar sebebiyle
damarlardan kolayca kan dolasimina karigabilirler.

¢ Yiizey alani artig1 i¢in ¢oziintirliikleri de artmaktadir.

% Nanotasiyict  malzemeler istenildigi bolgeye vya da  belirlenen dokuya
hedeflendirilebilirler.

+ Biyouyumlu bir polimerle kaplanarak in vivo kosullara da daha uzun siire kalmasi
saglanilabilir ve toksik etkileri diisiiriilebilir.

++ Nanotasiyict malzemeler hem etki maddesini hem de goriintiileme maddesini ayn1 anda
igerebilirler. Bunlara teranostikler denir. Teranostikler sayesinde ilacin veya enzimin
istenilen bolgeye ulasip ulagsmadig1 ve tedavinin etkinligi izlenilebilir.

¢ Nanotastyict sistemlerde ayni anda ¢ok sayida etkin maddeyi baglayabilir (Sayiner ve

Comoglu, 2014; Giirsoy, 2014)
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2.4.Nanotasiyic1 Malzemeler

Nanotastyict malzemelerin gesitli tiirleri mevcuttur. Hangi nanotasiyict malzemenin
nerede kullanilacagi etkin maddenin tiirii, kullanim amaci ve uygulama alanlarma bagh
olarak degisir. Verilmis olan Sekil 2.2’de nanotasiyict malzemelerin siniflandirilmasi

sematize edilmistir.

Polimerik Yapili
Nanotasiyicilar

Organik Yapili
Nanotastyicilar

Lipid Yapih

Karbon Yapili

Upconversion
Yapili

Manyetik Yapili
Silika Yapili

Yari Iletken Yapili

Nanotastyici
Malzemeler

inorganik Yapih
Nanotagtyicilar

Sekil 2.2 : Nanotasiyict malzeme tiirleri

2.4.1. Organik yapih nanotasiyicilar

Organik yapili nanotastyicilar diger tasiyicilara kiyasla daha iyi biyouyumluluk
ozellikleri gosterdikleri i¢in biyomedikal alanlar tarafindan ilgi gormektedir. Organik
nanotastyicilar; polimerik yapili nanotastyicilar, karbon yapili nanotasiyicilar, lipid yapili

nanotastyicilar olmak iizere 3 gruba ayrilirlar (Chen ve dig, 2016).
2.4.1.1.Polimer yapili nanotasiyicilar

Polimer yapili nanotasiyicilar kimyasal bilesenlerinin, boyutlarinin, biyolojik olarak
bozunurluklarinin ve ylizey morfolojilerinin uyarlanmasinda biiyiik bir kolaylik sunar.
Biyo-algilama goriintiileme ve terapdtiklerde, ilag tasiyici sistemlerde ve bir dizi enzim
immobilizasyon yontemlerinde kullanimlari miikemmel bir sekilde diizenlenebilir. Ayrica
PEG, kitosan ve dekstran gibi biyouyumlu polimerler diger nanopartikiillerin lizerinde bir
kaplama ajan1 olarakta kullanilabilmektedir (Uhrich ve dig,1999; Bae ve dig, 2007; Wei ve
dig, 2009).
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2.4.1.2.Lipid yapih nanotasiyicilar

Lipid yapili nanotastyicilar 3 ana gruba ayrilir; (a) fosfolipid-polimer nanomiselleri
(b) lipid-iki tabakali vezikiller nanotasiyicilar (lipozomlar) ve (c) kati-lipid
nanopartikiillerdir. Ilk iki sinifta bilesen olarak digliseridler kullanilirken, {i¢iincii sinif
trigliseridlerden olugsmaktadir. Genel olarak fosfolipidleri kullanan lipozomal nanotasiyicilar
bir polar sulu ¢ekirdek, bir lipofilik ¢ift katmanli bolme ve hidrofilik dis yiizeyden
olugmaktadir. Sulu i¢ kisin suda ¢6ziinebilen etkin maddeleri igerebilirken, lipofilik yiikler

iki tabakali bolgeye dahil edilebilir (Mulder ve dig, 2009; Chen ve dig, 2016).
2.4.1.3.Karbon yapili nanotasiyicilar

Karbon nanotasiyicilar fulluerenler, karbon noktalar1 (CD), karbon nanotiipler (CDT)
ve grafen noktalar1 kapsamaktadir. Karbon yapili nanotasiyicilar benzersiz elektriksel ve
gerilme &zelliklerine sahiptirler. Ozellikle CDT ler algilama, goriintiileme ve ilag salinimi

gibi biyomedikal alanlar tarafindan kullanilmaktadir (Wang ve dig, 2009).
2.4.2. Inorganik nanotasiyicilar

Inorganik yapili nanotasiyicilar, son derece saglam, cok kararli ve enzimatik
bozulmalara kars1 olduk¢a kararlidirlar. Bobrek veya fetal yoldan atilabilen ultra biiyiik
boyutlarda hazirlanabilirler. Ayrica elektronik, optik, manyetik, kristal fazlarmin,
boyutlarinin ve sekillerinin kontrol edilebilmesi ile 6zellikleri gelistirilebilir. Gelistirilebilir
bu 6zelliklere sahip nanotasiyict malzemeler goriintiileme ve terapi alanlarinda yaygin bir

sekilde kullanilmaktadir (Chen ve dig, 2016).
2.4.2.1.Yan iletken nanotasiyici sistemler

Nanotastyicilarin 6nemli bir sinifi olan kuantum noktalar1 (QD) ad1 verilen inorganik
yar1 iletken nanopartikiillerdir. Kuantum noktalar1 genellikle bir eksitonun Bohr yarigapinin

uzunluk 6l¢eginden ya da 3-10 nm boyutlar1 arasinda sentezlenebilir (Harris ve dig, 2011).
2.4.2.2.Silika yapili nanotastyicr sistemler

Silika yapili nanotastyicilar, yiiksek biyouyumluluk ve ayarlanabilir bir ¢capin yani sira
kontrol edilebilir gézenek boyutuna sahip olma gibi avantajlar sunar. Goriintiileme ve

kemoterapi i¢in ilaglar ve organik boyalar gibi suda ¢ozlinmeyen bilesikleri
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kapsiilleyebilirler. Ayrica silika yapili nanotasiyicilar iizerine mezo gozenekli bir silika,
kabuk olarak kaplanabilir ve kaplandigi malzemenin 6zelliklerinin gelistirilmesine yardimci
olurlar (Yang ve dig, 2012; Ow ve dig, 2005).

2.4.2.3.Upconversion nanotasiyici sistemler

Upconversion nanotastyicilar ii¢ degerlikli lantanid iyonlarinin (Er®*, Ho®*, Yb**,
Tm3") en az bir boyutu 100 nm’den kiiciik olan uygun bir di-elektrik konak kafesinde konuk
olarak dagiltildig: seyreltik konuk-konak tasiyicilardir. Upconversion yontemi iki veya daha
fazla diislik enerjili bir fotonun daha yiiksek enerjili bir foton yaymak i¢in uzun 6miirli
elektronik durum vasitasiyla ardisik olarak emildigi stokes karsit1 bir islemdir. Upconversion
nanotasiyicilar yiiksek fotostabilite, diisiik toksik etki, oto-floresansin olmamasi ve derin
dokuya niifus eden yakin kizildtesi (NIR) 15181 sayesinde etken maddelerin aktive
edilebilmesi gibi iistiin avantalara sahiptir (Chen ve dig, 2013; Chen ve dig, 2014; Chen ve
dig, 2015).

2.4.2.4.Manyetik nanotasiyicilar

Manyetik nanotasiyicilar genis bir ¢alisma yelpazesine sahip olmasinin yani sira
bilesenlerinin yeni ve biiylleyici islevlere sahip olmast ve yapisal oOzelliklerinin
gelistirilebilmesi gibi avantajlara sahiptirler. Manyetik nanotasiyicilar diger nanotastyicilar
gibi bircok farkli formda bulunabilirler. En yaygin olarak kullanilan formu ise
nanopartikiilleridir. Nano boyuttan mikron boyuta kadar sentezlenebilen manyetik
nanopartikiiller 10-20 nm boyutlar1 arasinda biyomedikal uygulamalar i¢in avantajli hale
getirirler (Jun ve dig, 2008). Manyetik nanopartikiillerin partikiil boyutlar1 degistikce
uygulanan manyetik alan gosterdikleri davraniglarda degismektedir ve de Tc sicakliginin
tizerinde siiper paramanyetik 6zellik gosterirler. Bu degisiklikleri 3 grupta toplarlayabiliriz;
Ferromenyetizma, paramanyetizma ve siiperparamanyetizma. Sekil 2.3’te bu degisikliklerin

grafikleri gosterilmektedir.
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Sekil 2.3 : Manyetik degerlere ait grafikler

% Ferromanyetizma; maddelerin kolay bir sekilde miknatislanabilme 6zelligidir.

Ferromanyetik elementler Fe, Co, Ni’ dir. Zayif alanlarda bile manyetik doygunluga
ulagilir. Ferromanyetik malzemelerde histerizis olayr meydana gelir. Bu malzemeye
disardan bir manyetik alan uygulandiginda atomik dipollerde bazi degisimler meydana
gelir. Bunun sonucunda manyetik alan ortadan kaldirilsa bile malzeme manyetik 6zellik
gostermeye devam eder. Belirli bir sicaklik degerinin iizerinde ise ferromanyetizma
paramanyetizmaya doniisiir.

¢+ Paramanyetizma; bazi atomlarin dis elektron katmanlarinin tam dolu olmamasi sebebiyle

ortaklanmamis elektrona sahiptirler ve bundan dolay: sifirdan farkli bir momente
sahiptirler. Bu malzemeler manyetik alan varligima maruz birakilirsa malzemenin
manyetik momenti degisir. Bu tiir malzemelere paramanyetik malzemeler denir.

¢ Stiper paramanyetizma; malzeme eger 1-20 nm ¢aplarindan olusuyorsa Siiper

paramanyetizma durumda kalici manyetizasyon ve koersivite degerleri sifirdirsa
(Sakallioglu, 2013).

Manyetik nanopartikiiller toksik olmamalari, kiigiik partikiil boyutlar1 nedeniyle in
vivo uygulamalardaki kolayligi, istenilen bdlgelere hedeflendirilebilmesi ve kontrol
edilebilen manyetik 6zellikleri gibi avantajlara sahip olmasina ragmen manyetik dogasi
geregi bir siire sonra kolloidal olarak toplanip ¢6kmesi klinik uygulamalar i¢in bir dezavantaj
olusturmaktadir. Manyetik nanopartikiillerin bu toplanip ¢okme egilimi iki sekilde
aciklanabilir. Birincisi streik etkilesimleri, ikincisi partikiiller arast Van der waals

etkilesimleridir (Tiylek, 2017). Bu dezavantajlarin o6niine gecebilmek i¢in manyetik
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nanopartikiiliin dis katmani genellikle uygun bir polimerle kaplanir. Asagida vermis

oldugumuz Cizelge 2.1°de ¢esitli polimerler siniflar1 gosterilmektedir.

Cizelge 2.1 : Polimerlerin smiflandirilmas: (Fung ve Saltzman, 1997)

Dogal Polimerler Polisakkantler Albumin, Kolojen, Jelatin, Nisasta,
Proteinler Seliiloz, Poliamino asit
Sentetik ve Biyolojik Olarak Polyersterler Polilaktik asit
Parcalanabilen Polimerler Polianhidritler Poliglikolik asit
Poliortoesterler Polikaprolakton

Polifosfoesterler

Sentetik ve Biyolojik Olarak Silikon elastomerler Polimetil metakrlat
Parcalanamayan Polimerler Poliakrilatlar

Polimerlerin  kullanimi  manyetik nanopartikiillerin  etkilesim  kuvvetlerinin
kontroliiniin saglanmasi, biyouyumluluk, nanopartikiillerin ¢okme egiliminin engellenmesi
ve ¢ok islevsellik saglamaktadir. Ozellikle manyetik nanopartikiillerin saglik alanimnda
kullanilmas: sirasinda biyouyumlu bir polimerin se¢imi in vivo ¢alismalar i¢in, toksik etki
gostermeyecek manyetik nanopartikiillerin  damar igerisinde toplanip ¢Okmesini

engelleyebilecek ve de kolaylikla ¢oziinebilmesini saglayacaktir (Tiiylek, 2017)
2.5. Manyetik Nanopartikiillerin Kullanim Alanlari

Manyetik nanopartikiillerin kullanimina 1900’1l yillarda baslanmis ve gilinlimiizde de
birgok farkli alan tarafindan kullanilmaya devam edilmektedir. Manyetik nanopartikiillerin
kullanim alanlar1; veri depolama ortami, spin bagimli elektron tagima cihazlari, in vitro tani
icin biyosensor uygulamalari, manyetik rezonanas goriintiileme, ila¢ salinimi, hasarli doku
veya organ yenilenmesi gibi ¢ok genis bir yelpazeye sahiptir .Ozellikle tibbi tan1 ve tedavide
manyetik alan tedavisi diger bir deyisle magnetoterapi olduk¢a énemli bir yéntemdir. Insan
viicudundaki her hiicrenin kendine ait bir elektrik devresinin oldugunu ek olarak sinir
sistemini de diisiiniirsek bedenimiz miikemmel bir elektromanyetik cihazdir. Insan

viicudundaki manyetik alan biyoelektrik yiiklerin hareketinden meydana gelir. Tim bu
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bilgiler gz Oniine alindiginda, manyetik nanopartikiillerin medikal ve biyolojik
uygulamalarda son derece avantajli oldugunu sdyleyebiliriz (Ozkan, 2015). Son yillarda
Ozellikle kanser tan1 ve tedavilerinde manyetik nanopartikiiller biyomolekiillerle konjuge
edilerek kan veya lenfotik damar yoluyla istenilen bolgeye manyetik alanin etkisiyle
dogrudan yonlendirilebilir (Tiiylek, 2017).

Tiim bu yararl etkilerinin yan1 sira arastirmacilar tarafindan manyetik alanin zararlh
etkileri tartisma konusudur. Cevremizdeki telefondan bilgisayara kadar c¢ok fazla
elektromanyetik dalga yayan cihazin oldugu diisiiniiliirse yeni bir kirlilik tiirti olustugu kabul
edilebilir. Bu kirlilige verilen isim elektrosmog’dur. Arastirmacilar manyetik alanin
organizma ile rezonansa girdigini, rezonansin bozuldugu hallerde ise dengelerin degistirerek
elektrosmog etkisinden bahsetmislerdir (Nazlikul, 2013) Ayrica c¢esitli biyokimyasal
caligmalarda bir¢cok enzimin yapilarinin ve fonksiyonlarin, bazi hiicre organellerinin

fonksiyonlariin fazla manyetik alandan olumsuz etkilendigi bildirilmistir.

2.6. Manyetik Nanopartikiil Sentez Yontemleri

Manyetik nanopartikiillerin kullanim alanlari, manyetik 6zellikleri morfolojilerine ve
yapilarina baglidir. Bu sebeple hazirlanmalar1 i¢in kullanilan prosediirlerin bilinmesi
manyetik nanopartikiillerin etkinliginin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Manyetik
nanopartikiillerin sentezlenmesi i¢in birgok farkli prosediir vardir. Bunlardan bazilar1 Sekil

2.4°te gosterilmistir.

Sonokimyasal

Hidrotermal

Yontem Yéntem

Birlikte
Coktiirme
Y ontemi

Yesil Sentez

Yontemi
‘ Mikroemiilsiyon '
Y ontemi

Sekil 2.4 : Manyetik nanopartikiil sentez yontemleri
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2.6.1. Yesil sentez yontemi

Cevreye zarari en aza indirgemek i¢in toksik maddeleri azaltan veya toksik maddelerin
kullanimini1 tamamen ortadan kaldiran bir manyetik nanopartikiil sentez yontemidir. Bu
yontemde sentez i¢in ¢evre dostu, toksik olmayan ve giivenli bilesenler kullanilir (Majidi ve
dig, 2016). Bu tip bilesenlerin kullanilmasi 6zellikle biyomedikal uygulamalar igin son
derece 6nemlidir. Manyetik nanopartikiil hazirlamak i¢in bu yontemde mikroorganizmalar
(Klaus ve dig, 1999; Nair ve Pradeep, 2002; Abbasi ve dig, 2014), enzimler (Willner ve dig,
2006), mantarlar (Vigneshwaran ve dig, 2007), bitkiler veya bitki 6ziitleri (Chandran ve dig,
2006; Song ve dig, 2009) gibi biyolojik molekiiller bilinen kimyasal veya fiziksel
prosediirlerin yerine alternatif olarak disiintilebilirler. Hatta biyosentez igin bitki
orneklerinin se¢imi digerlerine gore farkli avantajlar saglamaktadir. Bunun sebebi bitkilerin
yapisinda sitrik asit, askorbik asit, flavanoidler, rediiktazlar, dehidrogenazlar ve hiicre disi

elektron servisleri gibi indirgeyici ajanlarin bulunmasidir (Pandey ve dig, 2012).

Ozet olarak yesil sentez yontemi, ekonomik olmasi, ¢evre dostu olmasi ve toksik
olmamas1 gibi avantajlart vardir. Bunlara ek olarak biyolojik molekiillerin sentez
asamasinda kullanimi1 bu yontemi o6zellikle biyomedikal uygulamalar i¢in cazip hale

getirmektedir..
2.6.2. Mikroemiilsiyon yontemi

Mikroemiilsiyon bir yiizey aktif madde varliginda birbirine karismayan su ve yag
fazinin termodinamik olarak kararli izotropik dagilimidir (Majidi ve dig, 2016). Bu yontemin
diger yontemlerle kiyaslandiginda basit ekipman kullanimi, parcacik boyutu ve nanopartikiil
bilesimi iizerinde biiyiik oranda kontrol, ¢ok fazla tiirde malzemenin sentezlenmesi, kristal
yapiya sahip manyetik nanopartikiillerin hazirlanmasi, oda kosullarinda hazirlanabilirligi,
yiiksek spesifik yiizey alanina sahip olmasi gibi birgok farkli avantajlart vardir (Woo ve dig,
2004). Mikroemiilsiyon yontemi ile tiretilen manyetik nanopartikiillerin boyutunun diisiik,
miknatislanma degerinin yiiksek olusu ise dikkat cekicidir (Wu ve dig, 2008; Chin ve
Yaacob, 2007).

Mikroemiilsiyon yontemi ile hazirlanan manyetik nanopartikiillerin 6zellikleri
genellikle yiizey aktif maddenin yapisina baghdir (Sanchez ve dig, 2014). Yiizey aktif
madde ara ylizey gerilimini azaltan ve seffaf bir ¢dzelti olusumu ile sonuglanan amfifilik bir

molekiildiir (Faraji ve dig, 2010). Yiizey aktif molekiillerin se¢imi ise sistemin
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fizikokimyasal ozelliklerine baglidir. Asagida verilmis olan Sekil 2.5’te mikroemiilsiyon

yontemi ile manyetik nanopartikiil sentezi gosterilmektedir.

Su + Inorganik Tuz A
Yag NS / Siirfaktant
& Cekirdeklenme
BEYS ve Biiyiime BE 0,
1
+ o — ;
*s
" A
‘o !
B - Partikiiller Arast Partikiillerin G&zlenmesi
. \ Carpisma
Siirfaktant

Su + Inorganik Tuz B

Sekil 2.5 : Mikroemiilsiyon yontemi ile manyetik nanopartikiil sentezi (Chaudhary ve Chaudhary,
2018)

Bu yontemin ana yarar1 uygun, ¢ok amagli kullanilabilmesi ve partikiil boyutunun sulu
damlacik parametrelerinin degistirilerek kolayca kontrol edilebilmesidir. Bununla birlikte
Olgek biiylitme prosediiriindeki zorluklar, kalan yiizey aktif maddelerin nanopartikiil
ozellikleri iizerindeki olumsuz etkileri, yiizey aktif maddelerin varligina ragmen manyetik

nanopartikiillerin aglomerasyonu bu yontemin dezavantajlaridir.
2.6.3. Sol-Jel yontemi

Sol-jel yontemi nano yapili manyetik nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in oldukg¢a
uygun bir yontemdir. Bu ydntem nano boyuttaki pargaciklari bir solunu baslatarak
cozeltideki molekiiler onciillerin hidroksilasyon ve yogunlagmasi temeline dayanir. Bu
yontem genellikle ayr1 nanopartikiiller veya polimerler i¢in bir 6ncii gorevi goren kolloidal
¢ozelti ile baslar tipik olarak bir soliin, bir ¢oziicii i¢inde kolloidal nanopartikiillerin kararli
bir dispersiyonudur. Benzer sekilde kolloidal jel kolloidal nanopartikiillerin
aglemerasyonundan olusturulan bir ag veya nanopartikiillerin alt kolloidal nanopartikiillerin
bir araya toplanmasiyla yapilan polimerik bir jel olabilir. Sol agsamas1 bu yaklagimla yapilan
nanopartikiillerin  kalitesinde kritik bir rol oynar ¢iinkii partikiillerin boyutu ve
manyetizasyonu bu asamaya baglidir (Dippong ve dig, 2017). Sol-jel yontemi, katkisiz,
stokiyometrik olarak diizgiin ve ¢esitli boyutlarda manyetik nanopartikiiller iiretilmesinde

kullanilabilir. Bu yontemin manyetik nanopartikiil sentezinde kullanilmasi yapisinin
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onceden belirlenebilmesi, miikemmel boyut kontroli ve saf amorf fazlara sahip

nanopartikiillere ulagilmasi avantajlari nedeniyle 6nemlidir (Salunkhe ve dig, 2014).
2.6.4. Poli-ol yontemi

Sol-jel yontemi bir okdidasyon reaksiyonuyken poli-ol yontemi bir indirgenme
reaksiyonudur. Poli-ol yonteminde poli-oller hem ¢oziicii hem de indirgenme ajani olarak
gorev yapar ve nanopartikiillerin  biiyiimesini  kontrol ederken nanopartikiil
aglemerasyonunu Onlemek i¢in stabile ederler. Poli-ol yontemi, ¢ozeltinin kaynama
sicakligindan yiiksek sicakliklarda yapilir ancak yiiksek basingta yapilmasina gerek yoktur
(Wu ve dig, 2015).

2.6.5. Birlikte ¢oktiirme yontemi

Birlikte ¢oktiirme yontemi Kontrollii boyutlarda manyetik nanopartikiillerin sentezi
icin en yaygin kullanilan yontem olarak bilinir. Uygulama kolaylig1 ve toksik maddelere
daha az ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle biyomedikal uygulamalar i¢in elverisli bir yontemdir.
En geleneksel yontem olarak bilinen birlikte ¢oktiirme yontemi genellikle demir ve demir
iyonlarinin oda sicakliginda veya yiiksek sicakliklarda bir baz ilave edilerek 1:2 molar (M)
oraninda karigtirllmasimi igerir (Sandeep Kumar, 2013; Wu ve dig, 2015). Bu yonteme ait
reaksiyon Sekil 2.6’da gosterilmektedir. Demir oksit nanopartikiillerinin boyutu ve de sekli;
kloriirler, siilfatlar, nitratlar, perkloratlar, gibi iyonlarn oranina, pH degerine, reaksiyon

sicakligina ve iyonik mukavemet gibi 6zelliklerine baghdir (Wu ve Jiang , 2008).

2FeCl, + FeCl, + 8 NH, + 4 H,0 - Fp,0, + 8NH,CI

iFe™” @ :Fe ®: 5,0,

Sekil 2.6 : Birlikte ¢oktiirme yontemi ile FesOs hanopartikiillerinin sentezi (Wulandari ve dig,
2017)
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2.6.6. Termal ayrisma yontemi

Demir onciillerinin sicak organik yiizey aktif cisimlerinin varliginda ayrigmasi, iyi
boyut kontrolii, dar boyut dagilimi, bireysel ve iyi dagilabilir manyetik nanopartikiillerin iyi
kristalligi ile gelismis 6rnekler vermistir. Reaksiyonlarinin ¢ogunun birlikte ¢oktiirmede oda
sicakliginda gergeklestirilmesi nedeniyle, elde edilen manyetik nanopartikiiller genellikle
diisiik kristal 6zellik gosterir. Termal ayrigtirma yonteminde ise bunlarin aksine daha iyi
boyut dagilimina sahip ve kristal 6zellik gosteren manyetik nanopartikiiller elde edilir (Sun

ve Zeng, 2002; Li ve dig, 2008). Bu yonteme ait gorsel Sekil 2.7°de sunulmustur.

/—___\ -
Oksijensiz > -
J | Ortam
W Yiiksek
Fe(C ) Sicakhk
Organik Cézicit Organik Céziicii Manyetitin Siyah
I¢inde Yiizey Aktif Icinde Siispansiyvon Sulu Cékeltisi
Madde ve Katalizér

Sekil 2.7 : Manyetik nanopartikiillerin termal ayrisma yontemi ile sentezlenmesi (Chaudhary ve
Chaudhary, 2018)

Kontrollii boyutta manyetik nanopartikiillerin termal ayrisma yontemi ile
hazirlanmasinin yani sira bu sistem yiiksek sicakliklara ihtiya¢ duyar (Shokrollahi, 2013).
Termal ayristirma yontemi ile elde edilen manyetik nanopartikiiller genellikle manyetik
rezonans goriintiileme (MRI) igin kontrast maddesi olarak kullanilirlar. Bu yontemin en
onemli dezavantaji ise, hazirlanan manyetik nanopartikiillerin sadece polar olmayan

¢oziiciiler i¢cinde ¢ozlilmiis olmasidir.
2.6.7. Hidrotermal sentez yontemi

Solvotermal yontem olarak da adlandirilan hidrotermal yontem manyetik
nanopartikiillerin sentezi igin elverisli bir yontemdir (Butter ve dig, 2005). Hidrotermal
yontemin temeli manyetik nanopartikiillerin olusumunu gergeklestirmek icin yiiksek
sicaklik ve yiiksek basing altinda devam eden reaksiyonlar iizerine kurulmustur. Bu

yontemde diizgiin kristal yapisi elde edilmesinin yani sira nanopartikiil morfolojisinin
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kontrolii yonetimin tercih edilmesinin sebeplerinden biridir (Li ve dig, 2013; Li ve dig,
2014). Manyetik nanopartikiillerin hidrotermal yontemle sentezlenmesi ve yiizey
fonksiyonellestirilmesi iizerine yapilmis calismalar, iiretilen manyetik nanopartikiillerin
Ozellikle MRI uygulamalarinda biiyiik bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir (Lai
S. Veark., 2012).

2.6.8. Sonokimyasal yontem

Sonoliz ve sonokimyasal yontemler yeni manyetik nanopartikiilleri olusturmak i¢in
akustik kavitasyonun neden oldugu kimyasal etkilerden yararlanip yiiksek yogunluklu
ultrasonik 1sinlama kullanir (Jain ve dig, 2005). Ultrasonik isinlama kabarciklarin salinimina
yol acan siirekli sikigtirma ve genislemeye maruz kalan kabarciklar olusturur. Salinan
kabarciklar ¢gokmeye neden olana ve kabarciklarda depolanan enerjiyi serbest birakana kadar
ultrasonik enerjiyi biriktirir. Kabarciklar ¢oktiigiinde son derece kisa siirede sicakligi ve
basinci onemli dlgiide arttiran oldukga lokalize bir enerji patlamasi salinir. Genel olarak
utrasonik 1ginlama, indirgenmis grafen oksitlerde dagilmis manyetik nanopartikiiller veya
manyetik nanopartikiil yiikli lateks boncuklar gibi nanokompozitler iiretmek igin
miikemmel bir tekniktir (Veiseh ve dig, 2010). Sonokimyasal yontem istenen boyutlarda ve
miikemmel manyetik doygunluk 6zelliklerine sahip manyetik nanopartikiillerin sentezi i¢in
iimit verici olsa da manyetik nanopartikiillerin dagilimi ve kontrol edilebilirligi bu yontem
i¢cin bir sorundur. Bu yontemle sentezlenen manyetik nanopartikiiller amorf, gézenekli ve
kiimelesmistir (Corot ve dig, 2006). Sekil 2.8’de sonokimyasal sentez yontemine bir 6rnek

gosterilmektedir.

3 r b

[ Sonikasy: Daha fazla

Suve SDS Manyetit parcaciklar iceren SDS
eklendi stabilize polimer parcaciklar

Sekil 2.8 : Manyetik nanopartikiillerin sonokimyasal yontemle sentezlenmesi (Teo ve dig, 2009)
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3. LITERATUR OZETi

Enzimler endiistri, gida, tarim, tekstil ve biyomedikal alanlar basta olmak tizere farkli
alanlar tarafindan kullanilmaktadirlar. Yaygin kullanimlarina ragmen g¢evre kosullarindan
cabuk etkilenebilmeleri, maliyetlerinin yiliksek olusu gibi kullanimlarini kisitlayan bazi
dezavantajlar1 da vardir. Son yillarda bu dezavantajlarin oniine gec¢ebilmek i¢in enzimler
cesitli tasiyict matriksler lizerine immobilize edilmislerdir. Calismamizin temelini olusturan
manyetik nanopartikiiller bu tastyict matrikslerin basinda gelmektedir. Bu bdliimde
manyetik nanopartikiiller {izerine ¢esitli enzimlerin immobilizasyonu ve manyetik alanin
enzim aktivitesi lzerindeki etkisinin arastirilmasina dair yapilmis olan caligsmalar

sunulacaktir.

Jedrzejczak-Silicka ve dig. (2019), yapmis olduklar1 ¢alismada mantardan ekstrakte
edilen lakkaz enzimi aktivitesinin donen manyetik alan tedavisi altinda incelemislerdir. Bu
calismada 10 Hz, 40 Hz ve 50 Hz'de sirasiyla %11 ve %9'luk faaliyetlerde 6nemli bir artis
gozlenmistir. Lakkazin donen manyetik alana maruz kalmasi, daha genis pH aralifinda
artmis aktivitesine ve donen manyetik alan altinda 20 Hz frekans uygulanmasindan sonra
optimum pH'da 4.0'den 4.5'c hafif bir kaymaya neden olmustur. Sonuglar, enzim
aktivitesinin, stabilitesinin ve optimum pH'in, uygulanan dénen manyetik alanin 6zelligine
baglh olarak onemli Olgiide degistirilebilecegini gostermektedir. Calismada elde edilen
sonuglar, donen manyetik alanin lakkaz aktivitesini olumlu yonde degistirebileceginin
gostergesidir. Donen manyetik alanin uygulanmasi, enzim bazli biyo islemenin kontrolii

icin yeni bir tedavi yontemi olarak kabul edilebilinir.

Nouri ve dig. (2020), yaptiklar1 ¢alismada pektinaz enzimini kefiran polisakkaridini
capraz baglayici olarak kullanarak kitosan kapli FesOs manyetik nanopartikiillerine
immobilize etmislerdir. Sekil 3.1° de gosterildigi gibi islem 4 asamada gerceklesmistir; (1)
Fe3O4 manyetik nanopartikiillerin iiretimi (2) FesO4 manyetik nanopartikiillerin kitosan ile
kaplanmasi, (3) kefiran polisakkaridinin nispi oksidasyonu ve ¢apraz baglayici olarak
uygulanmas1 ve (4) oksitlenmis kefiran c¢apraz baglayici ile hazirlanan substrat iizerinde
enzim immobilizasyonu. Sentezlenen nanomalzemenin FTIR, DLS, XRD, transmisyon
elektron mikroskobu (TEM) ve VSM analizleri yapilmistir. Ayrica aktivitesi, biyokimyasal
ozellikleri, enzimin tekrar kullanilabilirligi ve serbest/immobilize pektinaz aktivitesinin

kinetigi de degerlendirilmistir
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Chitosan

Fe,0, MNPs Chitosan- Fe,0, MNPs PAK-Chitosan-Fe,0,MNPs  Pectinase-PAK-Chitosan-Fe,0, MNPs

Sekil 3.1 : Pektinaz enziminin kitosan kapli manyetik nanopartikiillere immobilizasyonu (Nouri ve
dig, 2020)

Calismadan elde sonuglar manyetik kitosan nanopartikiillerinin poli-aldehit kefiran
capraz baglayici ile uygulanmasinin pektinaz enziminin 6zelliklerini iyilestirmek icin etkili,
pratik ve ¢evreci bir yontem oldugunu gostermistir. Pektinaz enzimi immobilizasyonunun
sonuglari, gida endiistrisindeki endiistriyel uygulamalar i¢in manyetik pektinaz nano
biyokatalizoriiniin manyetik bir potansiyeline isaret ederek, enzimin biyokimyasal
ozelliklerini (termal stabilite, zaman ve pH) ve kinetik parametrelerini iyilestirdigi

gozlenmistir.

Zhang ve dig. (2020), yapmis olduklari calismada, lakkaz1 manyetik nanopartikiiller
izerinde immobilize ederek klorofenoliin ayristirilmasinda kullanmiglardir.  Enzim
immobilize etmek i¢in FesOs@kitosan (FesOs@CS) kompozit nanopartikiiller kendi
kendine montaj yontemi ile hazirlanmistir. Lakkaz, kovalent baglama yoluyla Fe3Os@CS
kompozit nanopartikiiller iizerinde basariyla immobilize edilmistir ve klorofenolii sudan
etkili bir sekilde uzaklastirdig1 gozlenmistir. Immobilize lakkazin spesifik aktivitesi 112.4
IREBU'ya ulagmustir, aktivite geri kazanimi ise %51,8 olarak bulunustur. Depolama
stabilitesi, operasyonel stabilite, pH stabilitesi ve termostabilite gibi parametreler, serbest
lakkaz’a kiyasla iyilestirilmistir.  Yapmis olunan c¢alismaya ait gorsel Sekil 3.2°de

sunulmustur.
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Sekil 3.2 : Kitosan kapli manyetik nanopartikiillere lakkaz immobilizasyonu ve klorofenoliin

uzaklastirilmasinda kullanimi (Zhang ve dig, 2020)

Kalkan ve dig. (2012), yaptiklar1 ¢alismada, lakkaz enziminin manyetit (Fe3Oa)
nanopartikiiller {iizerinde immobilize ederek enzimin tekrar tekrar kullanilabilmesi
saglamiglardir. Bu amagla, Fe3O4 nanopartikiilleri, CS ile kaplanmis ve islevsellestirilmistir
ve Trametes versicolor'dan saflastirilan lakkaz, CS’nin hidroksil gruplari karbodiimid
(EDC) veya siyaniirik ile aktive edildikten sonra adsorpsiyon/kovalent baglanma yoluyla CS
kaplamalt manyetik nanopartikiiller (Fe3Os-CS) {lizerine immobilize edilmistir. Serbest
lakkaz ve immobilize lakkaz sistemleri igin optimum pH, sicaklik ve kinetik parametreleri
arastirllmistir  ve immobilize sistemlerin tekrarlanan kullanimina karsi baslangic
aktivitesindeki degisim incelenmistir. Sonuglar, tiim immobilize sistemlerin 30 toplu

kullanimin sonunda baslangi¢ etkinliklerinin %71'inden fazlasini korudugunu géstermistir.

Lima ve dig. (2017), yapmuis olduklar1 ¢aligmada Seliilazin manyetik nanopartikiiller
tizerinde immobilizasyonunu incelemislerdir. Seliilazlarin manyetik nanopartikiiller,
ozellikle manyetit nanopartikiiller tizerinde immobilize edilmesi, bu enzimi ekonomik ve
endiistriyel olarak daha ¢ekici hale getirmek i¢in incelenen ana yaklagim olmustur. Bununla
birlikte, manyetik nanopartikiiller topaklanma egilimindedir, ¢ok reaktiftir ve havada
kolayca oksitlenir, bu da kullanim Omiirleri {izerinde giiclii bir etkiye sahiptir. Belirtilen
sorunlarin 6niline gegmek i¢in uygun yiizey kaplamasi saglamak ¢ok 6nemlidir. Bu sebeple
manyetik nanopartikiiller sentezlenip poli (metil metakrilat) nanopartikiiller icinde
kapsiillenmistir. Elde edilen bu malzeme, morfoloji, ortalama ¢ap, manyetik davranis ve
termal ayrisma analizleri acisindan karakterize edilmistir. Kapsiillenmis manyetik
nanopartikiiller iceren, sliperparamanyetik davranis sergilemis ve yaklasik 150 nm yogunluk

ortalama ¢ap gostermislerdir. Immobilize seliilaz, serbest formdakinden daha genis sicaklik
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stabilitesi ve biiyiik yeniden kullanilabilirlik kapasitesi sergileyip, ilk enzim aktivitesinin
%69"unu sekiz kullanim dongiisiinden sonra bile korumustur. Verilmis ¢alismaya ait gorsel

Sekil 3.3’te sunulmustur.
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Sekil 3.3 : Manyetik nanopartikiiller tizerine Seliilaz immobilizasyonu (Lima ve dig. 2017)

Mevcut ¢alisgmadan elde edilen sonuglar, Seliilazin, glutaraldehit aktivasyonu yoluyla
polimerik nanosferlerde kapsiillenmis manyetik nanopartikiiller iizerinde basarili bir sekilde
immobilize edildigini gostermektedir. immobilize seliilaz, serbest formuna gore sicaklik
degisimlerine gore daha yiiksek stabilite sergilemistir, bu da endiistriyel hidroliz i¢in 6nemli
bir avantaj olan operasyonel esnekligi yansitir. Bu g¢alisma protokoliiniin, enzimlerin
immobilizasyonu ve enzimatik hidroliz ile ilgili calismalara katkida bulunan diger

enzimlerin immobilizasyonu i¢in kolayca uyarlanabilecegini diistinmekteyiz.

Ren ve dig. (2011), yapmis olduklari ¢alismada lipaz enzimini polidopamin (PD) ile
modifiye edilmis olan manyetik Fe3sOs nanopartikiilleri iizerine immobilize etmislerdir.
Dopaminde bulunan orto-dihidroksifenil (katekol) fonksiyonel grubu, midye yapiskan
proteinlerinde de DOPA amino asit formunda bulunur, burada oksit yiizeylere oldukg¢a
yapisiktir ve alkali kosullar altinda kinon olusturmak i¢in okside olurlar. Hem katekol hem
de birincil amin i¢eren dopaminin, daha 6nce biyomolekiilleri immobilize edebilen kendi
kendine polimerizasyon yoluyla yiizeylerde uyumlu kaplamalar trettigi bulunmustur.
Burada agiklanan yontemde, PD, manyetik nanopartikiiller tizerinde lipaz immobilizasyonu
icin uyumlu bir kaplama gorevi gérmiistiir. Sekil 3.4’te sentez asamalar1 gosterilmektedir.
Enzim deneyleri sonucunda PD- Fe3O4 iizerinde immobilize lipazin, serbest lipaza kiyasla

artmig pH ve termal stabilite sergiledigini ortaya ¢ikarmistir. Ayrica, PD- Fe3O4 tizerinde
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immobilize lipaz, manyetik ayirma ile reaksiyon ortamindan kolayca izole edilmis ve 21.
kez tekrarlanan kullanim dongiisiinden sonra manyetik ayirmanin ardindan baslangi¢

aktivitesinin %70'inden fazlasini korudugu gézlenmistir.

Sekil 3.4 : PD modifiyeli Fe3sO4 nanopartikiilleri iizerine lipaz immobilizasyonu (Ren ve dig, 2011)

Sonuglardan yola ¢ikilarak, PD-Fe3Os’lerin sulu kosullar altinda lipaz
immobilizasyonu i¢in yiiksek verimlilik sergiledigini gostermektedir. Bu c¢alismada, PD
kapli manyetik nanopartikiiller kullanilarak kolay bir lipaz immobilizasyon yontemi
gelistirilmistir ve diger enzimlerin immobilizasyonunda PD-Fe3O4’lerin kullanilmasi igin

yeni bir yol agmustir.

Ulu ve dig. (2019), yapmis olduklar1 ¢calismada T. trogii‘den saflastirilan lakkazi
birlikte ¢oktiirme yontemi ile sentezledikleri manyetik FesOs-TCS hibrit kompozit
nanopartikiil lizerine immobilize etmiglerdir. Sentezlenen malzemenin FTIR, TGA, XRD,
VSM, SEM ve EDX karakterizasyonlarindan elde edilen sonuglar, Fe3sO4 partikiillerinin
basarili bir sekilde sentezlendigini ve TCS ile modifiye edildigini ortaya koymaktadir.
Fe304-TCS hibrit kompozit nanopartikiiller {izerinde immobilize edilen lakkaz, yalnizca
daha genis bir pH ve sicaklik degerine kars1 daha iyi direng sergilemekle kalmayip, ayni
zamanda dikkate deger 6l¢iide daha yiiksek termal stabilite, depolama stabilitesi ve yeniden
kullanilabilirlik sergilemistir. Ayrica, yapmis olduklari caligmalar sirasinda FezOs-TCS-
lakkazin, tekstil boyast olan Reactive Blue 171 ve Acid Blue 74 rengini giderebildigi ve

tekrarlanan kullanim sirasinda yiiksek renk giderme aktivitesini koruyabiligi tespit
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edilmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak FesOs-TCS-lakkazin katalitik aktivite ve kararlilik
acisindan biyoteknolojik ve endiistriyel uygulamalarda umut verici bir aday olabilecegi
diistiniilebilinir.

Ates ve dig. (2018), yapmis olduklar1 ¢alismada L-ASNaz aktivitesi iizerinde
manyetik alan etkisini tayin etmek i¢in manyetik Fe3Os-kitosan nanopartikiilleri igeren
manyetik giidiimlii tagiyicilara L-ASNaz immobilize etmislerdir. Enzim, zayif bir manyetik
alanda arttirilmis katalitik aktivite, termal ve pH kararliliklar1 géstermistir. Konjiige edilmis
L-ASNaz’in, serbest L-ASNaz'lara kiyasla daha yiiksek termostabilite ve daha genis pH
stabilitesi araligt sundugu gozlemlenmistir. Ayrica, konjuge L-ASNaz'in tekrar
kullanilabilirligi, immobilizasyondan sonra énemli 6l¢iide iyilesmis ve 16 dongiliden sonra
bile baslangi¢ aktivitesinin %60,5'ini korumustur. Konjuge L-ASNaz, 4 hafta siireyle +4 °C
ve +25 °C’de sirastyla %50 ve %48'den fazla baslangi¢ aktivitesini korumustur. Bunlara ek
olarak, konjlige L-ASNaz'in manyetik Fe3Oas-kitosan pargaciklari tizerindeki aktivitesinin,
serbest L-ASNaz’inkine kiyasla belirli frekanslarda ve zayif manyetik alanda yaklasik 3 kat
arttigl gozlemlenmistir. Bu o6zellikler g6z Oniine alindiginda, L-ASNaz’in taginmasi ve
aktivasyonundaki manyetik indiiksiyonlu mekanizma, tibbi biyoteknoloji i¢in hayati
cikarimlarda katalitik aktivitenin, stabilitenin ve verimliligin arttirilmasiyla kullanilabilir.Bu
calismaya ait gorsel Sekil 3.5’te sunulmustur.
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Sekil 3.5 : FesO4-kitosan nanopartikiillerine L-ASNaz immobilizasyonu (Ates ve dig, 2018)
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Ulu ve dig. (2018), yapmis olduklar1 ¢alismada L-ASNaz immobilizasyonu i¢in
tastyict matris olarak Fe3zOs-Mobil Composition of Matter No. 41 (MCM-41)
kullanmislardir. Fe304-MCM-41 nanopartikiillerini daha sonra 3-merkapto propil
trimetoksisilan (MPTMS) ile islevsellestirmislerdir. Tiyol islevli Fe304-MCM-41 manyetik
nanoparc¢aciklarinin - kimyasal, termal ozellikleri, manyetik ve morfolojisi FTIR
termogravimetrik (TGA), diferansiyel termal analiz (DTA), diferansiyel taramali
kalorimetre (DSC), VSM, SEM, EDX, ve DLS ile karakterize edilmistir. L-ASNaz
immobilizasyonu kovalent immobilizasyon yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Immobilize enzimin optimum pH, sicaklik, kinetik parametreler, termal stabilite, yeniden
kullanilabilirlik ve depolama stabilitesi gibi 6zellikleri arastirilmis ve serbest enzim ile
karsilastirlmistir. Immobilize enzimin, serbest enzime gore genis bir pH ve sicaklik
araliginda stabil oldugu bulunmustur. iImmobilize enzimin ayrica, 50°C'de 180 dakikalik
inkiibasyondan sonra bile serbest enzime kiyasla daha yiiksek termal stabilite gosterdigi
tespit edilmistir. Immobilize enzimin, 16 kez yeniden kullanimdan sonra hala baslangig
aktivitesinin %63"inii korudugu gozlenmistir. immobilize enzim i¢in Km degeri, substrat

icin artan afiniteyi gosteren serbest enzimden 1.15 kat daha diisiik olarak tespit edilmistir.

Bu sonuglardan yola ¢ikarak iglevsellestirilmis manyetik matrisin, biyomedikal ve
endistriyel uygulamalarda L-ASNazin'nin immobilizasyonu i¢in umut verici bir malzeme

olabilecegi diisliniilebilir.

Tarhan ve dig. (2020), yapmis olduklart c¢aligmada maltoz islevli manyetik
cekirdek/kabuk Fe3Os@Au-MS nanopartikiilleri hazirlayarak L-ASNaz immobilizasyonu
icin tasiyict matris olarak kullanmislardir. Yapisal ve morfolojik 6zellikleri AFM, SEM,
VSM, ve TEM ile karakterize edilmistir. Yapilan testler sonucunda immobilize enzimin
serbest enzime kiyasla daha iyi asit-baz stabilitesi gosterdigi, ayrica yeniden kullanilabilirlik
testleri sonucunda 13 kez kullanimdan sonra bile baglangi¢ aktivitesinin %50’sini korudugu
tespit edilmistir. Yaklasimin basarisina ve elde edilen umut verici sonuglara dayanarak,
sentezlenen FesOs@AuU-MS nanopartikiillerin biyokimya, biyoteknoloji ve biyomedikal

alanlardaki uygulamalar i¢in yeni firsatlara rehberlik edecegi diisiiniilebilir.

Noma ve dig. (2020), yaptiklar1 calismada L-ASNaz’1 tannik asitle modifiye edilen
mezogdzenekli manyetik nanopartikiiller iizerine immobilize etmislerdir. Ilk olarak
Fe304/SBA-15/tannik asit manyetik partikiilleri sentezlenmis ve yapisal ve morfolojik
olarak cesitli yontemler kullanilarak tam olarak karakterize edilmistir. Serbest ve immobilize

enzimin Ozellikleri pH, sicaklik, termal stabilite, depolama stabilitesi ve tekrar
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kullanilabilirlik agisindan incelenmistir. Ayirica immobilize enzim aktivitesi lizerine metal
iyonlari, inhibitorler ve organik ¢oziiciilerin etkisi arastirilmistir. Serbest enzime kiyasla
immobilize ezimin sicaklik ve pH daha iyi tolerasyon gosterdig tespit edilmistir. Yeniden
kullanilabilirlik testlerinde ise immobilize enzimin 16 kullanim dongiisiinden sonra bile %70
aktivite sergiledigi gdzlenmistir. Ayrica iki farkli sicaklik olarak +4 ve 25 °C’de depolama
kararlilig1 incelenmis ve 28 giin sonra bile sirastyla baslangi¢ aktivitesinin sirastyla %71 ve
%63 linili korudugu tespit edilmistir. Tiim bu sonuclara bakilarak L-ASNaz’in gelistirilen
tasiyici sistem tizerine basarili bir sekilde immobilize edildigi sdylenilebilir. Bu sonuglara
dayanarak Fe3O4/SBA-15/tannik asit’in ilerleyen uygulamalar igin biiylik bir 6neme sahip

oldugunu soyleyebiliriz.

Ulu ve dig. (2018), yaptiklar1 c¢alismada Fe3sOs-MCM-41 sentezleyip L-ASNaz
immobilize etmis ve pH, sicaklik termal stabilite, kinetik parametre, yeniden
kullanilabilirlik, depolama stabilitesi gibi deneyleri gergeklestirmislerdir. Bu dneyde
kullanilan Fe3O4 nanopartikiilleri birlikte ¢oktiirme yontemi ile sentezlenmis ve MCM-41
ile kaplanmistir. Daha sonra, FesOs-MCM-41 manyetik nanopartikiilleri, organosilan
bilesigi olarak (3-glisidiloksipropil) trimetoksisilan (GPTMYS) ile islevsellestirilmistir. Son
olarak sonra, L-ASNaz epoksi ile islevsellestirilmis Fe30s-MCM-41 manyetik
nanopartikiiller iizerinde kovalent olarak immobilize edilmistir. Immobilize edilen L-
ASNaz’1n serbest enzime kiyasla, yiiksek pH ve sicaklik degerlerinde daha fazla aktiviteye
sahip oldugu gozlenmistir. Ayrica 55°C'de 3 saat inkiibasyondan sonra baglangig
aktivitesinin %92'sinden fazlasin1 korumustur. Kinetik degerlerle ilgili olarak, immobilize
L-ASNaz, serbest L-ASNaz ile karsilastirildiginda daha yiiksek bir Vmax ve daha diisiik Km
gostermistir. 4 ve 25 °C'de 30 giinliik depolamadan sonra, immobilize L-ASNaz baslangi¢
aktivitelerinin %54'tini ve %26'sin1 korurken, serbest L-ASNaz’in baslangi¢ aktivitesinin
sirastyla yaklasik %68 ve %@84'linii kaybettigi gozlenmistir. Bu Sonuglara dayanarak
gelistirilen tasiyict matriksin  L-ASNaz immobilizasyonu igin avantajli oldugu

sOylenilebilir.

Noma ve dig. (2020), yaptiklart calismada L-ASNaz immobilizasyonu igin
Fe304/Si02/NH2 ve Fe304/SiO2/COOH nanopartikiillerinin sentezlemislerdir. Hazirlanan
modifiye nanopartikiillerin FTIR, XRD, VSM, EDAX, ve SEM analizleri
gergeklestirilmistir. Optimum kosullar altinda immobilize enzimlerin serbest enzime kiyasla
daha kararl1 oldugu tespit edilmistir. Ayrica 55 °C’de 3 saat inkiibasyondan sonra bile serbest

enzime kiyasla daha yiiksek termal stabilite gostermistir.
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Depolama kararliligi deneylerinde serbest enzim 4 °C’de baslangi¢ aktivitesinin
%30’unu korurken ayni kosullar altinda Fe3O4/SiO2/NH2 ve Fe304/SiO2/COOH baslangig
aktivitelerinin sirasiyla %78,9 ve %56,5’inden fazlasini korumustur. Ayrica her iki
immobiliz enzimde 17 kullanim dongiisiinden sonra bile miilkemmel operasyonel stabilte
gostermigtir.  Bunlara ek olarak  FesO4/SiO2/NHz’lar  immobilize  L-ASNaz,
Fe304/Si02/COOH iizerine immobilize edilen L-ASNaz’a gore tiim parametrelerde daha
yuksek kararlilik sergilemistir. Bu sonuglar gz oniline alindiginda sentezlenen tasiyici

matrikslerin L-ASNaz immobilizasyonu igin oldukga elverisli oldugunu séyleyebiliriz
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1 Kullanilan Kimyasallar ve Markalar:

Yapilan arastirmada kullanilan kimyasallar analitik safliktadir. Kullanilan
kimyasallar1 su sekilde siralayabiliriz; L-asparajinaz (Leunase), L-asparajin (Sigma), Tri-
Kloro asetik asit (Riedel de Haen), Sodyum asetat (Merck), Hidroklorik asit (Merck), Toluen
(Merck) Potasyum Iyodiir (Merck), Civa(Il) Iyodiir (Merck), Sodyum Hidroksit (Merck),
Etil Alkol (Sigma), Demir (IT) Siilfat. 7H20, (Carlo Erba), Demir (III) Kloriir. 6H>O (Boston
Usa Chemistry), AIBN (Sigma), 4-Vinilfenilboronik Asit (Sigma), 3-Aminopropil
trimetoksi silan (Sigma), PEG 400 (Merck), Asetik asit (Merck), Sodyum dihidrojen Fosfat
(Merck), Di-sodyum hidrojen Fosfat (Merck), Tris hidroksimetil aminometan (Merck).

4.2 Kullanilan Cihazlar ve Markalar

Yapilan calismada kullanilan cihazlar; pH metre (Hanna), etiiv (Niive En 120),
karistirici (Wisd) , inkiibator (Niive ES 252), su banyosu (Niive NB 20) , santrifiij (Niive NF
800 R), terazi (And), manyetik karistiricili 1sitic1 (Dathan), vorteks (Fisons), FTIR (Perkin
Elmer), mikroplaka okuyucu (BioTek), ultrasonikator (Bandelin), ultrasonik banyo (Wisd),

manyetik alan indiikleme sistemi (GMW magnet systems ) olarak siralanabilir.

4.3.Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

0,05 M pH:4 Asetat Tamponunun Hazirlanmasi: 0,05 M 1 L soyum asetat ¢ozeltisi

hazirlamak i¢in ilk olarak gerekli hesaplamalar yapilip kiitle tayin edilmistir. Bulunan kiitle
4,101 g olup tartildiktan sonra bir beher igerisine konulmustur. Uzerine 900 ml olacak
sekilde cift distile saf su eklenip ¢oziinmesi saglanmistir. Coziindiikten sonra pH metrede
asetik asit ile pH’1 4’e ayarlanmistir. Son olarak balon joje igerisine eklenerek son hacmi 1

L’ye tamamlanmigtir.

0,05 M pH:5 Asetat Tamponunun Hazirlanmasi: Sodyum asetattan 4,101 g tartilip bir
behere eklenmistir. Uzerine 900 ml olacak sekilde ¢ift distile saf su eklenip ¢dziinmesi
saglanmigtir. Coziindiikten sonra pH metrede asetik asit ile pH’1 5’e¢ ayarlanmistir. Son

olarak balon joje igerisine eklenerek son hacmi 1 L’ye tamamlanmustir.
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0,05 M pH:6 Asetat Tamponunun Hazirlanmasi: Yukarida belirttigimiz gibi sodyum

asetattan belirlenen kiitlede tartilip bir beher igeriSinde 900 ml ¢ift distile saf su ile
¢Ozlinmesi saglanmistir. Coziinme islemi tamamlandiktan sonra pH metre yardimiyla pH’1
6’ya ayarlanmigtir. Son olarak balon joje igerisine eklenerek son hacmi 1 L’ye

tamamlanmaistir.

0,05 M pH:7 Fosfat Tamponun Hazirlanmasi: Bu ¢ozeltiden 1 L hazirlanmak igin

Na:HPO4 ve NaH2POs’den sirasiyla belirtilen miktarlarda tartilip bir behere eklenmistir.
Uzerine 900 ml ¢ift distile saf su eklendikten sonra ¢dziinmesi saglanmustir. Coziinme islem
tamamlandiktan sonra pH metre yardimiyla pH’1 7’ye ayarlanmistir. 1 L’lik balon joje

igerisine eklenerek son hacmi 1 L’ye tamamlanmaistir.

0,05 M pH:7.5 Fosfat Tamponunun Hazirlanmasi: Bu c¢ozeltiden 0,05 M 1 L

hazirlamak i¢in NagHPO4 ve NaH2PQO4’den sirastyla g tartilmis ve 900 ml ¢ift distile saf su
igerisinde ¢ozlinmiistiir. Cozlinme isleminin ardindan pH’1 NaOH ve HCL kullanilarak 7,5’e

ayarlanmistir. Son olarak hacmi balon joje igerisinde 1 L’ye tamamlanmustir.

0,05 M pH:8 Fosfat Tamponun Hazirlanmasi: Bu ¢ozeltiden 0,05 M 1 L hazirlamak

icin NaHPO4 ve NaH2PO4’den sirasiyla g tartilmis ve 900 ml ¢ift distile saf su igerisinde
¢Oziinmiistiir. Coziinme islemi bittikten sonra pH’1t NaOH ve HCL kullanilarak 8’e

ayarlanmistir. Son olarak hacmi balon joje icerisinde 1 L’ye tamamlanmustir.

0,05 M pH:8,5 Tris-HCL Tamponunun Hazirlanmasi: 0,05 M 1 L Tris-HCL tampon

¢ozeltisi hazirlamak i¢in ilk olarak gerekli hesaplamalar yapilmistir. Yapilan hesaplamalar
sonucunda elde edilen 6,057 g tris(hidroksimetil)aminometan tartilarak behere aktarilmis ve
tizerine 900 ml ¢ift distile saf su eklenerek ¢oziinmesi saglanmistir. Coziinme isleminin
ardindan NaOH ve HCL kullanilarak pH’1 8,5’e ayarlanmistir. Son olarak son hacmi balon

joje yardimiyla 1 L’ye tamamlanmustir.

0,05 M pH:9 Tris-HCL Tamponun Hazirlanmasi: 0,05 M 1 L Tris-HCL tampon

cozeltisi hazirlamak icin ilk olarak gerekli hesaplamalar yapilmistir. Yapilan hesaplamalar
sonucunda elde edilen 6,057 g tris(hidroksimetil)aminometan tartilarak behere aktarilmis ve
tizerine 900 ml c¢ift distile saf su eklenerek ¢oziinmesi saglanmistir. Coziinme islemi
tamamlandiktan sonra NaOH ve HCL kullanilarak pH’1 e ayarlanmistir. Son olarak son

hacmi balon joje yardimiyla 1 L’ye tamamlanmastir.

0,05 M pH:10 Tris-HCL Tamponunun Hazirlanmasi: 6,057 g tris (hidroksimetil)

aminometan tartilarak behere aktarilmis ve tlizerine 900 ml ¢ift distile saf su eklenerek
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¢Oziinmesi saglanmistir. Cozlinme isleminin ardindan NaOH ve HCL kullanilarak pH’1 8,5’e

ayarlanmistir. Son olarak son hacmi balon joje yardimiyla 1 L’ye tamamlanmustir.

15 M 50 mL TCA Cozeltisinin Hazirlanmasi: Tartilan 12,25 trikloro asetik asit 50

ml’lik falkon tiip icerisine konulmustur. Uzerine 50 ml cift distile saf su eklenip,

calkalayarak ¢oziinmesi saglanmustir.

35 M 40 ml NaOH Cozeltisinin Hazirlanmasi: Manyetik nanopartilkiillerin

sentezlenmesinde bazik ortam olarak kullanmak istedigimiz bu ¢6zeltiyi hazirlamak igin 5,6
g NaOH tartilmis ve 40 ml ¢ift distile saf su ile ¢éziinmiistiir. Ayrica bu ¢ozeltiyi hazirlarken

dikkat edilen diger bir nokta ise, ¢ozeltinin sicakliginin 70 °C olmasina dikkat etmemizdir.

0,01 M L-asparajin Cdzeltisinin Hazirlanmasi: Enzim aktivitesi dlgmede substrat

olarak kullandigimiz bu ¢ozeltiyi hazirlamak igin ilk olarak 0,0132 g L-asparajin
¢Ozeltisinden tartilip cam tiip igerisine konulmustur. Daha sonra tizerine pH’1 8,6 olan Tris-

HCL ¢ozeltisinden 10 ml eklenerek ultrasonik banyoda ¢oziinmesi saglanmistir.

4.4 Nessler Reaktifinin Hazirlanmasi

Caligmamizda kullanacagimiz Nessler Reaktifi asagida anlatilacagi gibi iki farkli ¢ozelti

hazirlanip karistirilarak gerceklesmistir. Nessler Reaktifi i¢in ilk olarak:

1. Cozelti: 35 g Kl ve 50 g Hgl; alinip ¢ift distile su igerisinde ¢dzlinmiistiir. Daha sonra
¢Ozeltinin hacmi 200 ml tamamlanmistir.

2. Cozelti: 50 g NaOH alinmis ve 250 ml ¢ift distile su igerisinde ¢oziinmiistiir.

Cozeltilerin hazirlanmasindan sonra 2. Cozelti slizgeg kagidi yardimiyla siiziilerek 1.
Cozelti lizerine eklenmistir. Daha sonrasinda bu karisim 1 hafta siire boyunca presipitasyon
saglanmis ve aliminyum folyoyla kaplanip karanhkta saklanmistir. Kullanilmak
istenildiginde, kullanilacak miktar santrifiijlenerek, ¢ozelti icerisindeki kirlilikler giderilip

kullanilmaktadir.

4.5.Manyetik Nanopartikiillerin Sentezlenmesi

Bu tez ¢aligmasinda manyetik Fe3sOs nanopartikiilleri elde etmek icin sentez yontemi
olarak birlikte ¢oktiirme yontemi tercih edilmistir. Bu yontem dahilinde ilk olarak 3,5 M
NaOH 40 ml igin kiitle hesaplanip ¢ift distile saf su eklenerek, manyetik karistiricida
karistirilarak sicakligi 75 °C’ye ayarlanmistir. Sonrasinda 0,46 M FeSO4.7H20 ve 0,76 M
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FeCl3.6H20 20 ml saf su igerisinde beraber ¢oziinmiistiir. Coziinen demir iyonlari, NaOH
istenilen sicakliga geldikten sonra ultrasonikator esliginde 30 dk boyunca damla damla
olacak sekilde bu ¢ozeltinin iizerine eklenmistir. Bu islem bittikten sonra ayrica 1 saat
boyunca ultrasonik banyoya birakilmistir. Ultrasonik banyodaki siire bittikten sonra elde
edilen manyetik nanopartikiiller 3 kez saf su 1 kez de etil alkolle yikanip santrifiij edilerek
toplanmistir. Son olarak kurumasi i¢in 80 °C’lik etiivde 24 saat birakilmistir. Bu yonteme

ait prosediir asagidaki Sekil 4.1°de sematize edilmistir (Li ve dig, 2015).

=
r-

FeS504/FeCls

,57 gozeltisi

OO | =" o |
3.3 M NaDH 0,46 M FeS04.TH20

0.76 M FeCl3 6H20

Sekil 4.1 : Manyetik nanopartikiillerin birlikte ¢oktlirme yontemi ile hazirlanmasi

45.1. Manyetik nanopartikiillerin 3- Aminopropil Trimetoksi Silan’la

fonksiyonellestirilmesi

Kuruma islemi bittikten sonra elde edilen manyetik nanopartikiillerden 2 g tartilip bir
balon igerisine birakilarak ve iizerine 20 ml Toluen eklenmistir. Bu karisim ultrasonikatorde
10 dk disperse edilmistir. Bu islemden sonra iizerine 20 ml daha toluen eklenmistir. Son
olarak 3 g 3-aminopropil trimetoksi silan (APTMS) eklenip hazirlanan karisim reflaks
yardimiyla inert (N2) bir ortam saglanarak manyetik karistiricida 24 saat siireyle
karigtirilmistir. Karigtirilma siiresi dolduktan sonra elde edilen FesOs-NH2 nanopartikiiller
faz olusumunu engellemek icin ilk olarak 3 kez etil alkolle yikanip santrifiijlenmis ve daha
sonra 3 kez de ¢ift distile saf su ile yikanip santrifiijlenerek 80 °C’lik etiivde 24 saat
kurumaya birakilmistir. Bu deneye ait sema Sekil 4.2°de gosterilmektedir ( Li ve dig, 2015).
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Sekil 4.2 : Fe304’lin APTMS ile fonksiyonellestirilmesi

4.5.2. Fe3sO4-NH2 Nanopartikiillerin 4-Vinilfenil Boronik Asit ile Modifiye Edilmesi

Elde edilen FesOs-NH2 manyetik nanopartikiillerine 4 Vinilfenil boronik asit
baglamak igin, bu nanopartikiillerden 1 g tartilmustir. Uzerine 10 mg AIBN, 0,05 g 4-
vinilfenilboronik asit ve 40 ml mutlak etil alkol eklenip 4 saat siireyle oda kosullarinda
karistirilmasi saglanmistir. Reaksiyon siiresi bittikten sonra 3 kez ¢ift distile saf su, 1 kez de
etil alkolle yikanip santrifiijlenerek 80 °C’lik etiivde 24 saat kurumaya birakilmistir. Bu
deneye ait adimlar Sekil 4.3’te gosterilmektedir (Bi ve dig, 2018).

OH
H 5
| /) \
HO HC—N N—CH OH
O~ A
HO

HO™~ ~OH

Sekil 4.3 : 4-Vinilfenil boronik asit tiirevli manyetik nanopartikiilllerin sentezlenmesi
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4.5.3. Fe3sOs-NH2-4VPBA Nanopartikiillerin PEG ile Modifikasyonu

Sentez ve modifikasyonun son basamagi olan pegilasyonda, reaksiyon ortamina PEG
400 eklenerek elde edilen Fe30s-NH2-4VPBA nanopartikiillerinin sudaki ¢oztintirliiklerinin
arttirllmas1 amacglanmistir. Bu islem i¢in 0,9 g FesOs-NH2-4VPBA nanopartikiillerinden
tartilip tizerine 40 ml mutlak etil alkol ve 0,450 ml PEG 400 eklenip manyetik karistiricida
oda kosullarinda 24 saat karistirilmasi saglanmistir. Reaksiyon bittikten sonra bu karigim 3
kez ¢ift distile saf su ve 1 kez de etil alkolle yikanip santrifiijlenerek 80 °C’lik etiivde 24 saat

kurumaya birakilmistir.
4.6. FesO4-NH2-4VPBA-PEG Nanopartikiillere Enzim Immobilizasyonu

Elde edilen Fe3Os-NH2-4VPBA-PEG’den 0,1 g tartilmis ve tizerlerine 800 pl gift
distile saf su eklenmistir. Bu islemden sonra ultrasonikatdrde iyice disperse edilip iizerlerine
200 1U L-ASNaz enzimi eklenmistir. Daha sonra karistirict +4 °C’de 24 saat boyunca
karistirtlmas1 saglanmistir. 24 saat sonunda santrifiij edilerek siipernatan ayrilip sonraki
deneyler i¢in saklanmig, manyetik nanopartikiiller ise 1 kez saf su ile yikanarak +25 °C’de
kurumaya birakilmistir. Kuruyan Orneklerden 1 mg alinarak enzim aktivitesi deneyleri

gerceklestirilmistir.
4.7. Serbest L-ASNaz Aktivitesinin Tayini

Serbest enzimin aktivitesini Olgerken Nesslerizasyon yonetmi kullanilmigtir. L-
ASNaz L-asparajini L-aspartik asit ve amonyaga parcalamaktadir. Nessler reaktifi agiga
cikan amonyak ile tepkimeye girerek aktivite hakkinda bilgi vermektedir. Yaptigimiz
caligmada substrat olarak L-asparajin 0,01 M 10 ml pH:8,6 Tris-HCL tamponunda ultrasonik
banyoya birakilarak ¢oziilmiistiir. serbest L-ASNaz enziminden (0,053 1U) 20 pl alinarak
ependorf tiiplere birakilmig ve iizerlerine 1 ml hazirlamis oldugumuz substrat ¢ozeltisinden
eklenmistir. Daha sonra su banyosunda 40 °C’de 15 dk inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra serbest enzimin aktivitesini durdurmak igin iizerine 1,5 M 100 pl TCA
¢ozeltisi eklenip karistirilmistir. Son olarak mikroplatelere 100 pl enzim ¢ozeltilerinden 100

ul’de Nessler reaktifinden eklenip 480 nm’de absorbanslari 6l¢iilmiistiir.
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4.8 FesO4-NH2-4VPBA-PEG-LASNaz Aktivitesinin Tayini

Ilk olarak pH:7,5 Fosfat tamponunda 10 ml L-asparajin substrat olarak hazirlanmustir.
Immobilize edilen Fe30s-NH-4VPBA-PEG-LASNaz &rneklerinden 1 mg tartilmis ve
tizerlerine 1 ml substrat ¢ozeltisinden eklenip 3 sn ultrasonikatorde disperse edilmistir.
Sonrasinda 40 °C’de 15 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra nanopartikiilleri
reaksiyon ortamindan ¢oktiirerek uzaklagtirmak i¢in 5000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
Ustte kalan siipernatandan 100 pl mikroplatelere eklenip iizerlerine 100 ul Nessler reaktifi

eklenmistir. Son olarak 480 nm’de absorbanslar1 6l¢iilmiistiir.
4.9. Bradford Yontemi ile Protein Tayini

Calisma kapsaminda immolizyonunun basarisini dogrulamak icin Orneklerdeki
toplam protein miktar1 Bradford Reaktifi kullanilarak belirlenmistir. Immobilizasyon verimi

(1.V) ve akitivite verimi (A.V) asagida verilmis olan formiillerden hesaplanmistir.

. At-As

Burdaki At total protein miktarin1 temsil ederken, As siipernatandaki baglanmayan

proteinleri gostermektedir.
AV (% Al X 100
V(%) = s

Aktivite verimini hesaplamak i¢in verilmis olan formiilde As serbest enzimin aktivitesini,

Ai immobilize enzimin aktivitesini gostermektedir.
4.10. Optimum pH’nin Belirlenmesi

Enzimlerin maksimum aktivite gosterdikleri belirli pH degerleri vardir. Bu pH
degerlerine optimum pH denir. Serbest enzim ve immobilize enzim i¢in bu degerleri
belirlemek i¢in, pH: 4- 5- 6 (Asetat Tamponu) pH: 7-7,5-8 (Fosfat Tamponu) pH: 8,5-9 -10
(Tris-HCL) gibi farkli pH’larda 0,01 M L-asparajin substart olarak hazirlanmistir. Daha
sonra 0,053 IU serbest enzimden epondorf tiiplere 20 pl eklenmis ve 1 ml’de farkli pH’larla
hazirlanmis olan substrat ¢ozeltilerinden eklenip 40 °C’de 15 dk su banyosunda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra serbest enzim drneklerine 100 ul TCA

eklenerek reaksiyon durdurulmustur. Son olarak serbest enzim drneklerinden mikroplatelere
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100 pl eklenmis, Nessler reaktifinden de 100 pl eklenerek 480 nm’de absorbanslari
olciilmiistiir. Immobilize Fes04-NH:-4-VPBA-PEG-L-Asnaz icin ise bu malzemeden
epondorf tiiplere 1 mg tartilmis farkli pH’larla hazirlanan substrat ¢ozeltilerinden 1 mi
eklenerek 40 °C’de 15 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 5000 rpm’de 5 dk
santrifiijlenerek iistte kalan siipernatandan 100 alnip mikroplatelere eklenmis ve 100 pl

Nessler eklenerek absorbanslar1 480 nm’de 6l¢iilmiistiir.

4.11. Optimum Sicakhigin Belirlenmesi

Enzimlerin aktivitelerini etkileyen baslica etmenlerden biri de sicakliktir. Her enzimin
maksimum aktivite gosterdigi belirli bir sicaklik vardir. Bu sicaklik degerine optimum
sicaklik denir. Yaptigimiz ¢alismada optimum sicaklik degerlerini belirlemek i¢in ilk olarak
her iki enziminde kendi optimum pH degerlerinde substrat ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Sonrasinda serbest enzimin optimum sicakligini 6lgmek i¢in 0,053 U serbest enzimden
ependorf tiiplere 20 pl eklenmistir. Daha sonra ise pH:8,5 Tris-HCL Tamponu ile
hazirlanmis 0,01 M L-asparajin ¢ozeltisinden enzim Orneklerine 1 ml eklenerek belirtilen
tiim sicakliklarda 15 dk boyunca inkiibe edilmistir. Son olarak 100 pl 1,5 M TCA c¢ozeltisi
eklenerek aktiviteleri durdurulmus ve mikroplatelere 100 pl siipernatan eklenip, 100 pl
Nessler reaktifi eklenerek 480 nm’de absorbanslari l¢tilmistiir. FesOs-NH2-4-VPBA-PEG-
L-ASNaz i¢in ise nanopartikiillerden 1 mg tartilmis ve {izerlerine pH:7,5 Fosfat Tamponu
ile hazirlanan 0,01 M L-asparajin ¢ozeltisinden 1 ml eklenerek belirtmis oldugumuz tiim
sicakliklarda 15 dk inkiibe edilmistir. Tiim 6rnekler inkiibasyondan sonra 5000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilmis ve stipernatandan 100 ul, Nessler reaktifinden 100 ul eklenerek 480 nm’de

absorbanslar1 6l¢lilmiistiir.

4.12. Kinetik Parametrelerin Belirlenmesi

Bu asamada serbest enzim ve Fes0s-NH:-4-VPBA-PEG-L-ASNaz’in kinetik
parametreleri belirlenmistir. Ik olarak serbest enzim igin 8-6 4-2-1-0,75-0,50-0,25-0,1-0,05
mM pH: 8,5 ile L-asparajin ¢ozeltileri hazirlanmistir. 0,053 1U serbest enzim 6rneklerinden
her ependorfa 20 ul konulmustur {izerlerine her derisim ¢ozeltisinden iki tekrarli olacak
sekilde 1 ml birakilmis ve 45 °C’de 15 dk su banyosunda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
islemi tamamlandiktan sonra iizerlerine 100 pl ul TCA c¢ozeltisi eklenerek reaksiyon

durdurulmustur. 480 nm’de absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. FesOs-NH2-4-VPBA-PEG-L-ASNaz
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orneklerinden 2 mg tartilmis ve iizerlerine iki tekrarli olacak sekilde farkli derigimlerde
hazirlanan substrat ¢ozeltilerinden 1 ml eklenmistir. Daha sonra 40 °C’de 15 dk inkiibe
edilmesi saglanmistir. inkiibasyon isleminden sonra 5000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve
iistte kalan siipernatandan alinarak 480 nm’de absorbanslari Nesslerizasyon yontemi ile

Olciilmiistiir.
4.13. Termal Kararhhgmn Belirlenmesi

Bu asamada her iki enzim formunun termal kararliliklar1 belirlenmistir. ilk olarak
serbest L-ASNaz i¢in 0,01 M pH: 8,5 olan substrat ¢6zeltileri hazirlanmis ve farkli zaman
araliklariyla (15-120 dK) inkiibe edilimistir. Daha sonrasinda kendi optimum sicakliginda da
15 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra 500 rpm’de santrifiij edilerek iistte kalan
siipernatanin Nesslerizasyon yontemi ile 480 nm’de absorbasansi Olgiilmiistiir. Ayrica
Fe304-NH2-4VPBA-PEG-L-ASNaz i¢in 0,01 M pH: 7,5 olan substrat ¢ozeltisi hazirlanmig
ve farkli zaman araliklariyla (15-120 dk) inkiibe edilmistir. Buna ek olarak kendi optimum
sicakliginda da 15 dk inkiibe edilmistir. inkiibasyon islemlerinden sonra santrifiij edilerek

iistte kalan siipernatanin absorbansi 480 nm’de 6l¢tilmiistiir.
4.14. Yeniden Kullanilabilirligin Belirlenmesi

Immobilizasyon isleminin en énemli avantajlarindan biri de immobilize enzimlerin
tekrar tekrar kullanilabilmeleridir. Serbest enzimler sadece bir kez kullanildiktan sonra
denatiire olurken, immobilize enzimler reaksiyon ortamindan kolayca uzaklastirilarak
defalarca kullanilabilirler. Bu deneyde ilk olarak Fe3Os-NH2-4VPBA-PEG-L-ASNaz’dan 2
mg tartilarak ependorf tiiplere konulmustur. Uzerlerine pH:7,5 Fosfat Tamponu ile
hazirlanmis olan 0,01 M L-asparajin substrat ¢ozeltisi eklenerek 40 °C’de 15 dk inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra 5000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Daha sonra
iistte bulunan siipernatandan mikroplakalara 100 pl eklenip, iizerlerine 100 pl Nessler
reaktifi eklenerek 480 nm’de absorbanslar1 Ol¢iilmiistiir. Siipernatan ve nanopartikiiller
birbirinden ayirilip nanopartikiiller 1 ml ¢ift distile saf su ile bir kez yikanarak 5000 rpm’de
5 dk santrifiij edilmistir. Ustte kalan saf su atilmis ve aktivite dl¢iimii i¢in ayni islemler
immobilize enzim baslangi¢ aktivitesinin yaklasik %350’sini kaybedene kadar tekrar

edilmistir.
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4.15. Depolama Kararhhigimin Belirlenmesi

Enzimlerin ¢evre kosullarina duyarli oluslart uzun silire saklanmalarini
zorlagtirmaktadir. Bu zorlugun 6niine ge¢mek icin yapilmis olan immobilizasyon islemi
enzimleri ¢evre kosullarina karsi daha dayanikli hale getirerek baslangic aktivitelerinin
bliyiik bir kismin1 haftalar sonra bile korumalarini saglamaktadir. Bu asamada ilk olarak
0,053 1U serbest enzimden ependorf tiiplere 20 pl eklenmistir. Uzerine pH:8,5 Tris-HCI
tamponuyla hazirlanmis olan 0,01 M L-asparajin ¢ozeltisinden 1 ml eklenerek, kendi
optimum sicaklig1 olan 45 °C’de 15 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra
reaksiyonu durdurmak amaciyla 1,5 M TCA ¢ozeltisinden 100 pl eklenmis ve mikroplatelere
100 pl eklenmistir. 100 pl’de Nessler reaktifi eklenerek 480 nm’de absorbanslari
Olciilmiistiir. Fe304-NH2-4-VPBA-PEG-L-ASNaz i¢in ise 3 mg Ornek tartilarak ependorf
tiiplere konulmustur. Uzerlerine pH:7,5 Fosfat Tamponu ile hazirlanan 0,01 M L-asparajin
cozeltisi eklenerek kendi optimum sicakligi olan 40 °C’de 15 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon isleminden sonra 5000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Ustte kalan
stipernatandan 100 pul alinarak mikroplatelere eklenmis ve {izerlerine 100 ul Nessler Reaktifi

eklenerek 480 nm’de absorbanslar1 6l¢iilmiistiir.
4.16. Manyetik Alan Etkisinin incelenmesi

Bu deney asamasinda manyetik alanin enzim aktivitesi tlizerindeki etkisi
incelenecektir. ik olarak optimum manyetik alan frekansini tayin etmek igin FesOs-NHo-
4VPBA-PEG-L-ASNaz orneklerinden 2 mg tartilip lizerine 1ml pH: 7,5 fosfat tamponuyla
hazirlanan L-asparajin ¢ozeltisinden eklenmistir. Sonrasinda manyetik alan cihazinin
igerinde 15 dk boyunca manyetik alana maruz birakilarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra 5000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek tistte kalan siipernatanin Nesslerizasyon yontemi

ile 480 nm’de absorbans1 6l¢iilmiistiir.

Manyetik alanin optimum aki yogunlugunu tespit etmek amaciyla yukarda anlatilan
prosediir aynen uygulanmistir. Tartilan ve lizerine substrat ¢ozeltisi eklenen Fe3Os-NHe-
4VPBA-PEG-L-ASNaz’lar 15 dk boyunca sirastyla farkli aki siddetleri (5-10-15-20-25-30-
35 mT) ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra 5000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilmis ve Tstteki siipernatanin Nesslerizasyon yontemiyle 480 nm’de absorbansi

Olclilmiistiir.
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5. ARASTIRMA SONUCLARI

5.1. Manyetik Nanopartikiillerin Fizikokimyasal Karakterizasyonlari

5.1.1. Manyetik nanopartikiillerin FTIR karakterizasyonlari

Hazirlanan Fes3Os, Fe30s-NH2, Fe30s-4VPBA, Fe304-NH2-4VPBA-PEG, FesOs-
NH2-4VPBA-PEG-L-ASNaz’larin molekiiler arasi etkilesimleri FTIR spektroskopisi ile
incelenmistir. Sekil 5.1’de hazirlanan manyetik nanopartikiillerin FTIR spektrumlari
gosterilmektedir. FesOs nanopartikiillerinin FTIR spektrumu, 540 cm™’de giiclii bir bant
gostermistir, bu band Fe-O bagmin karakteristik bandidir (Yang ve dig, 2018). Diger
bandlar ise su sekildedir; 2933 cm™de N-H titresim bandi, 13253 cm™'de C-C germe
titresimi, 1135 cm™'de esterik C-O band1 ve 1126 cm™'de Si-O bandi. Tiim bu pikler Fe3Oa
nanopartikiillerinin ve gergeklestirilen modifikasyonlarin basariyla modifiye edildigini
gostermektedir (Karimzadeh ve dig, 2017) . Boronik asitin basarili bir sekilde modifiye
edildigine dair B-O pikleri 1600 cm™ dalga boylarinda gdzlenmistir (Shawgi ve dig, 2017).
L-ASNaz’in varligma dair bilgi veren amid pikleri 1300 cm™ ve 1600 cm™ dalga boylar
arasinda gozlenmektedir (Riaz ve dig 2018). Kook ve dig. (2019) yaptiklar1 ¢aligmada
Fe30s-SiO2, Fe304-SiO2-NH>, Fez0s-SiO2-COOH, Fez0s-SiO2-APBA nanopartikiillerini
sentezlemis ve FTIR spektrumlarini analiz etmislerdir. Si-O-Si bandmi 1250 cm™, Fe-O
bandi 540 cm™, B-O band1 1390 cm™, COOH band1 1560 cm™, NH2 bantlarint 1500 cm™
de elde etmislerdir. Yapilan calisma ve bu tez ¢alismasinuin FTIR spektrumlari birbirleriyle
parallellik gostermektedir. Burdan yola ¢ikarak c¢alismamizin literatiirle uyum iginde

oldugunu sdyleyebiliriz.
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Sekil 5.1 : (A) Fe30;4 (B )Fe30s-NH; (C) Fes04-4VPBA (D) Fes04-NH2-4VPBA-PEG (E) NH»-
4VPBA-PEG-L-ASNaz nanopartikiillerinin FTIR karakterizasyonu

5.1.2. Manyetik nanopartikiillerin XRD Kkarakterizasyonlari

Hazirlanan manyetik nanopartikiillerin manyetik fazin yapisi ve kristalizasyonu
XRD ile tammmlanmustir (Sekil 5.2). Saf FesOs XRD spektrumunda, 31.5, 35.4, 43.1, 57.3 ve
62.9 20 degerlerinde pikler goriilmiistiir. Bu noktalar sirasiyla (220), (311), (400), (511) ve
(440) min diizlemlerine karsilik gelmektedir. Elde edilen bu XRD spektrumu hazirlanan
nanopartikiillerin kristalin yiiz merkezli kiibik Fe3Os4 nanopartikiiller (JCPDS-19-0629)
oldugunu kanitlamaktadir (Gong ve Lin, 2003; Liao ve Chen, 2001). Yapilan diger
modifikasyonlarin XRD sonucu da FesO4 nanopartikiillerinin benzer karakteristik piklerine
sahiptir. Xu ve dig. (2013) yaptiklar1 ¢alismada Fe3Os, Fe30s-SiO2, Fe304-SiO2-NH:
nanopartikiillerinin XRD spektrumlarint incelemis ve modifikasyon sonucunda benzer
karakteristik pikler elde etmislerdir. Yaptigimiz calismada benzer  sekilde ylizey
modifikasyonlarinin FesO4'lin kristalin yapisinda herhangi bir degisiklige neden olmadigi
tespit edilmistir. Ancak L-ASNaz immobilize edilen 6rnekte net bir sekilde pik siddetinin
distiigi gozlenmektedir. Bu L-ASNaz’in basarili bir sekilde immobilize edildiginin
gostergesidir. Literatiirde L-ASNaz immobilizasyonundan sonra XRD piklerindeki

degisikligin gozlendigi baska calismalarda mevcuttur. Baskar ve dig, (2015) yaptiklari
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calismada ¢inko oksit nanopartikiilleri sentezleyerek L-ASNaz immobilize etmis ve XRD

piklerinde belirgin bir sekilde kayma gozlemlemislerdir.

—_ Fe3O4
— Fes0,-NH,

— FE3O4'NH2'BA
— Fe;0,-NH,-BA-PEG
 Fey0,-NH,-4VPBA-PEG-L-ASNaz

Yogunluk (a.u)

Ll LL..J..AH.._JA.JL-. WP
20 40 60 80
2 Theta (°)

Sekil 5.2 : Manyetik nanopartikiillerinin XRD karakterizasyonu
5.1.3. Manyetik nanopartikiillerin SEM ve EDX karakterizasyonlari

FesOs manyetik nanopartikiillerinin morfolojik analizi SEM ile karakterize
edilmistir. Sekil 5.3’te iki farkl biiylitmeye sahip Fe3Os manyetik nanopartikiillerinin SEM
goriintiilerini gostermektedir. Elde edilen SEM goriintiileri, hazirlanan nanopartikiillerin
farkli sekil ve boyutlara sahip oldugunu gostermektedir. Bu homojen olmayan ylizeyin
sebebinin hazirlanan nanopartikiillerin manyetik 06zelliginden dolayr topaklanma

(agregasyon) egilimlerinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Costa ve dig, 2019).

Sekil 5.3 : Fe304 nanopartikiillerinin SEM karakterizasyonu
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Hazirlanan manyetik nanopartikiillerin elementel bilesimi EDAX ve EDAX-haritalama
ile dogrulanmistir. Sekil 5.4 hazirlanan manyetik nanopartikiillerin EDAX spektrumunu
gostermektedir. Elde edilen spektrumda demir (Fe) ve oksijen (O) elementlerine ait pikler
bariz bir sekilde goriilmektedir. Ayrica, Sekil 5.5°te gosterilen EDAX-haritalama sonuglari

da bu verileri dogrulamaktadir.

cpsieV

Sekil 5.4 : Fe304 nanopartikiillerinin EDAX spektrumu

MAG: 2500 x  HV:20.0 kV_ WD: 10.1 mm MAG: 2500 x _ HV:20.0kV WD:10.1 mm

Sekil 5.5 : Fe304 nanopartikiillerinin EDAX-elementel haritalama goriintiileri

Sekil 5.6 iki farkli biiylitmeye sahip Fe3Os manyetik nanopartikiillerinin SEM
goriintiilerini gostermektedir. Elde edilen SEM goriintiileri, yiizeyi modifiye edilmis Fe3O4-
NH: nanopartikiillerinin Fe3Os nanopartikiillerine gore daha kararli ve daha az
aglomerasyona sahip oldugunu gostermektedir. Bunun nedeni modifikasyondan sonra

manyetizasyon degerinin azalmasindan dolayidir (Baghani ve dig, 2016).
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Mag= 2000KX EHT=2000kV SignalA=SE1 WD= 10mm

Sekil 5.6 : Fe304-NH; nanopartikiillerinin SEM goriintiileri

FesO4-NH: nanopartikiillerinin elementel bilesimi Sekil 5.7°de gosterilmistir. Fe, O,

C, N ve Si elementleri goriilmiistiir. Si, N ve C elementlerinin bulunmasi Fe3O4

nanopartikiillerinin APTMS ile basariyla modifiye edildigini gostermektedir. EDAX-

haritalama sonuglar1 da bunu kanitlamaktadir (Sekil 5.8).

6

cpseV

keV

Sekil 5.7 : Fes04-NH; nanopartikiillerinin EDAX spektrumu
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MAG: 5000 x  HV: 20.0kV__WD: 10.0 mm ‘e SR 2 B =7 MAG: 5000 x  HV: 20.0 kV__ WD: 10.0 mm

N
MAG: 5000 x _HV:200KkV WD: 10.0 mm " MAGS000 x  HV: 200KV . WD: 10.0 mm

Sekil 5.8 : Fe304-NH; nanopartikiillerinin EDAX- elementel haritalama goriintiileri.

Sekil 5.9 Fe30s-NH2-4VPBA  manyetik nanopartikiillerinin SEM goriintiilerini
gostermektedir. Elde edilen SEM goriintiileri, yiizeyi modifiye edilmis FesO4-NH.-4VPBA
nanopartikiillerinin FesO4 nanopartikiillerine gore daha kararli ve daha az aglomerasyona

sahiptir.

Sekil 5.9 : Fes04-NH2-4VPBA nanopartikiillerinin SEM goriintiileri

FesOs-NH2-4-VPBA  nanopartikiillerinin  elementel bilesimi  Sekil 5.10’da
gosterilmistir. Fe, O, C, N, Si ve B elementleri goriilmiistiir. Yapidaki B elementinin varligi

FesOs-NH> nanopartikiillerinin 4VPBA ile basarili bir sekilde modifye edildigini
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gostermektedir. EDAX-haritalama sonuglarindaki B elementinin  varligi  bunu
kanitlamaktadir (Sekil 5.11).

cps eV

o
1 NI
2-c |Fe Si Fe

L]
1

Sekil 5.10 : Fe304-NH,-4VPBA nanopartikiillerinin EDAX spektrumlari

MAD: S000x « WW.200 KV WD 136 mm

MAG: 5000 x _ HV: 20.0 kV . WD: 13.6 mm

Sekil 5.11 : Fe304-NH,-4VPBA nanopartikiillerinin EDAX- elementel haritalama goriintiileri
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Fe304-NH2-4VPBA-PEG nanopartikiillerinin morfolojik analizi SEM ile karakterize
edilmistir. Sekil 5.12 Fes04-NH2-4VPBA-PEG’in SEM goériintiilerini gdstermektedir. Elde
edilen SEM  goriintiileri, yiizeyi modifiye edilmis Fe3Os-NH.-4VPBA-PEG
nanopartikiillerinin morfolojik iyilisetigini gostermenkedir. PEG eklenmesinin amacit
nnaopartikiillerin aglemerasyonunu en aza indirebilmektir. Bu nedenle manyetizasyon
degerinin diiserek aglemerasyonun azalmasiyla birlikte yiizey morfolojisi ozlellikleri

korunmustur.

Sekil 5.12 : Fe304-NH-BA-PEG nanopartikiillerinin SEM goriintiileri

Sekil 5.13’te Fe30s4-NH2-4VPBA-PEG  nanopartikiillerinin ~ elementel  bilesimi
gosterilmektedir. Onceki modifikasyonlara bagl olarak Fe, O, C, N, Si ve B elementleri
goriilmiistiir. Yapidaki C ve O elementlerindeki artis PEG baglama isleminin basarili bir

sekilde gerceklestigini gostermektedir. EDAX-haritalama sonuglar1 da bunu kanitlamaktadir
(Sekil 5.14).
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Sekil 5.13 : Fe304-NH,-4VPBA-PEG nanopartikiillerinin EDAX spektrumlari

MAG 3000 x MV . 200KV WD 145 mm . W eSS MAG: 3000 X _ MV 200KV ~ WD 148 =

-

. e

Bas: 5000 x . HV. 200 ¥V ‘WO 14.8 mew

MAG: 5000 x _ HV:20.0 kV . WD: 13.6 mm

Sekil 5.14 : Fe304-NH,-4VPBA-PEG nanopartikiillerinin EDAX- elementel haritalama goriintiileri
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Fe304-NH2-4VPBA-PEG-LASNaz nanopartikiillerinin morfolojik analizi SEM ile
karakterize edilmistir. Sekil 5.15 FesOs-NH2-4VPBA-PEG-L-ASNaz’in SEM goriintiilerini

gostermektedir. Elde edilen SEM goriintiileri, yiizeyi modifiye edilmis Fe3O4-NH.-4VPBA-

Sekil 5.15 : Fe304-NH,-4VPBA-PEG-L-ASNaz nanopartikiillerinin SEM goriintiileri

Sekil 5.16’da Fe3Os-NH2-4VPBA-PEG-L-ASNaz nanopartikiillerinin elementel
bilesimi gosterilmektedir. Onceki modifikasyonlara bagl olarak Fe, O, C, N, Si ve B
elementleri goriilmiistiir. Yapidaki N ve S elementlerinin varligi L-ASNaz baglanmasinin
basarili bir sekilde gergeklestigini gostermektedir. EDAX-haritalama sonuglari da bunu
kanitlamaktadir (Sekil 5.14 ).

cosieV

Sekil 5.16 : Fe304-NH,-4VPBA-PEG-L-ASNaz nanopartikiillerinin EDAX spektrumlari
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MAG:5000'x, ‘HV"20.0 KV WD: 12.9.51m ~ - : ~ [l MAG: 5000 x _HV: 20.0 kY WD: 12.9 mm

MAG: 5000 x HV:20.0kV WD: 12,9 mm o B ST MAG: 5000 x  HV:20.0 kV_ WD: 12.9 mm™

MAG: 5000 x  HV:20.0kV__ WD: 12.9 mm MAG: 5000 x  HV:20.0kV  WD: 12.9 mm

Sekil 5.17 : Fes04-NH,-4VPBA-PEG-LASNaz nanopartikiillerinin EDAX- elementel haritalama

goriintiileri

5.1.4. Sentezlenen manyetik nanopartikiillerin partikiil boyutlarinin ve zeta

potansiyellerinin incelenmesi

Sentezlenen manyetik nanopartikiillerin hidrodinamik ¢aplar1 ve zeta potansiyelleri
DLS ile analiz edilmistir. Zeta potansiyeli partikiiller aras1 itme ve ¢ekme kuvvetleri
hakkinda bilgi saglamasi nedeniyle 6nemlidir. Fe304 nanopartikiilleri i¢in zeta potansiyeli
degri -30,53 mV olarak bulunmustur. Yiizey APTMS ile modifiye edildikten sonra NH
gruplar1 nanopartikiillere pozitif yiik kazandirmistir. 4VPBA baglandiktan sonra teka -23,91

mV’ye distiigli gézlemlenmistir. Son olarak PEG modifikasyonundan sonra nanopartikiil
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yiikiiniin -26,23 mV oldugu nulunmustur. Zeta potansiyeli degerlerinin fonksiyonel
gruplarin ve yilizey modifikastonlarinin degismesi ile degiskenlik gosterdigi gézlenmistir.
Asagida verilmis olan sonuglardan da anlasilacagi lizere ylizey modifikasyonlar1 basarili bir
sekilde saglanmistir. Hidrodinamik ¢ap ise modifikasyon basamag ile orantili olarak artis
gostermistir. Bunun nedeni olarak NH ile fonksiyonellestirme islemi ve 4VPBA ile
fonskiyonellestirme islemi sonrasinda amino ve hidroksil gruplarinin etkilesimlerinin
artmasi oldugu diisiiniilebilir. Ayrica PEG modifiye edilmesinden sonra partikiil boyutunun
artmast PEG’in molekiil yapisi ile iligkilidir. Son olarak enzim molekiilleri immobilize
edildikten sonra partikiil boyutunda literatiirle uyum igerisinde bir artis gozlenmistir. Bu
analizlere ait sonuglar Cizelge 5.1’de gosterilmektedir. Jiang ve dig. (2016) Fe304-SiO>—
NH-NH: nanopartikiilleri sentezlemis ve doksurobisinin tasinmasinda kullanmiglardir. Zeta
potansiyeli sonuglarina bakildiginda negatif yiiklii olan Fe304-SiO2 nanopartikiilleri NH ile
modifiye edildikten sonra pozitif yiikk kazanmistir. Yapilmis olan c¢alisma bizim
calismamizla bu yonde paralellik gostermistir. Ayrica ylizey modifikasyonlart yapilmaya

devam ettikge yiik miktarinda degisiklik gézlenmistir.

Cizelge 5.1 : Elde edilen manyetik nanopartikiillerin zetapotansiyelleri ve hidrodinamik

caplari
Nanopartikiil Zeta Potansiyeli (mV) Hidrodinamik Cap (nm)
FesO4 -30,53 +£1,28 79,37 + 11,64
Fes04-NH> 1,82 + 0,05 116,82 + 9,64
Fes0s-NH2-4VPBA -23,91 + 0,37 317,37 + 26,52
Fes04-NH2-4VPBA-PEG -26,23 £ 1,19 506,94 + 41,81
Fe304-NH2-4VPBA-PEG- -22,90 £ 6,50 768,62 + 79,01

L-ASNaz

5.1.5. Sentezlenen manyetik nanopartikiillerin VSM karakterizasyonlarinin
incelenmesi
Manyetik nanopartikiillerinin manyetik dzellikleri VSM ile oda sicakliginda analiz
edilmistir. Sekil 5.18 elde edilen nanopartikiillerin manyetik VSM analizlerini

gostermektedir. FesO4 nanopartikiilleri i¢in doygunluk miknatislanma degeri 57, FesOs-

NH2’nin 50, Fe304-NH2-4VPBA’nin 53, Fe304-NH2-4VPBA-PEG’in 58 ve Fe304-NH:-
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4VPBA-PEG-L-ASNaz’in 57 emu/g manyetizasyon degerlerine sahip oldugu bulunmustur.
Genel olarak yiizey modifikasyon iglemleri manyetizasyon degerlerini 6nemli Olciide
degistirmemistir. Bu yiiksek doymus miknatislanma degerleri partikiillerinin manyetik
alanda hizli ve kolay bir sekilde reaksiyon ortamindan ayrilmasini saglamaktadir. Ayrica,
miknatislanmada  histerezis  goriilmemistir bu da manyetik nanopartikiillerinin
sliperparamanyetik oldugunu kanitlamaktadir (Ates ve dig, 2018). Alemi-Tameh ve dig.
(2016) sentezledikleri Fe30s-SiO2-SO3H ve Fe304-SiO>-NH2 nanopartikiillerinin VSM
karakterizasyonlar1 incelendiginde ylizey modifikasyonlar1 ile beraber manyetizasyon

degerlerinin distiigii gézlenmektedir.
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60 4 Fe304-NH2-4VPBA
Fe304-NH2-4VPBA-PEG
80 J = Fe304-NH2-4VPBA-PEG-L-ASNaz
Manyetik Alan (Oe)

Sekil 5.18 : Sentezlenen manyetik nanopartikiillerin VSM karakterizasyonu

5.2. Sentezlenen Manyetik  Nanopartikiillerin  Biyokimyasal Sonuc¢larimin

incelenmesi

5.2.1. Immobilizasyon verimi ve aktivite verimi

Enzimin immobilizasyonunu gergeklestirmek i¢in optimum enzim iinite miktarinin
tespiti oldukca dnemlidir. Bu nedenle asamasinda 200 pl enzim 0,1 g nanopartikiil iizerine

eklenerek +4 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra yukarida verilmis olan
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denklemeler kullanilarak 1.V ve A.V gibi parameteler belirlenmistir. IV %94 , A.V %71
olarak hesaplanmistir. Burada 1.V enzim molekiillerinin ne kadarlik bir kismmun tastyici
matrikse baglandig1 hakkinda bilgi vermektedir. Yine ayni sekilde A.V siipernatanda kalan
enzim miktarinin 6l¢iilmesiyle belirlenir ne kadar diisiik aktivite sergilerse siipernatandadaki
enzim miktar1 da o kadar diisiiktlir. Ulu ve dig. (2018), yaptiklar1 calismada FesOs-MCM-
41-C1 nanopartikiillerine L-ASNaz immobilize etmis ve %63 1.V gozlemlemislerdir.
Yaptigimiz calisma ve literatiir sonuglarma dayanarak immobilizasyon veriminin, tagiyici
matriks ve enzim molekiilleri arasindaki elektrostatik etkilesimlerinden kaynaklandigini

diisiinebiliriz.
5.2.2. Optimum pH degerinin belirlenmesi

Bu deney asamasinda serbest L-ASNaz ve Fe3O0s-NH:-4VPBA-PEG-L-ASNaz
nanopartikiillerinin optimum aktivite gosterdigi pH degeri belirlenmeye calisilmistir. Bu
deneye ait sonuglar asagida verilmis olan Sekil 5.19°da gosterilmektedir. Sekil 5.19°dan da
goriilecegi lizere serbest L-ASNaz igin pH:8,5 olarak bulunurken, Fes04-NH2-4VPBA-PEG-
L-ASNaz i¢in optimum pH degeri 7,5 olarak bulunmustur. Optimum pH degerindeki bu
kaymanin, enzim ile immobilize edilen tasiyicit matris arasindaki hidrojen bagi, elektrostatik

etkilesimler gibi etmenlerden kaynaklanlandig: diisiiniilmektedir (Ates ve dig, 2018).

mm Serbest L-ASNaz
mm Fe;0,-NH,-4VPBA-PEG-L-ASNaz
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Sekil 5.19 : Serbest L-ASNaz ve Fe304-NH,-4VPBA-PEG-L-ASNaz’in optimum pH degeri
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5.2.3. Optimum sicaklik degerinin belirlenmesi

Burada serbest L-ASNaz ve Fe3Os-NH:-4VPBA-PEG-L-ASNaz’mn aktiviteleri
tizerinde sicakligin incelemesi ve optimum sicaklik degerlerinin belirlenmesi hedeflenmistir.
Bu sebeple her iki enzim kendi optimum pH degerlerinde hazirlanmis substratlar eklenerek
30-35-40-45-50-55-60 °C gibi farkli sicakliklarda, 15 dk boyunca inkiibe edilmistir. Yapilan
deneye ait sonuclar Sekil 5.20’de gosterilmektedir. Verilmis olan sonuglardan da anlasilacag:
tizere serbest L-ASNaz i¢in optimum sicaklik degeri 45 °C olarak bulunurken, FesOs-NH--
4VPBA-PEG-L-ASNaz i¢in bu deger 40 °C olarak bulunmustur. Ayrica serbest L-ASNaz
yiiksek sicakliklarda aktivitesini tamamen kaybederken Fes0s-NH.-4VPBA-PEG-L-
ASNaz’1n aktivitesinin %30’luk bir boliimiinii korudugu gézlenmektedir. Sicaklik degisimi
tizerindeki bu etkinin  immobilizasyon isleminden kaynaklandig1r disiiniilmektedir.
Immobilizasyon islemi genellikle enzimleri yiiksek sicakliklarda bile denatiirasyondan
koruyarak, serbest formlarina kiyasla daha iyi aktivite géstermelerini saglamaktadir. Bu
immobilizasyon isleminin en 6nemli avantajlarindan biridir (Ulu ve dig, 2019). Ayrica
immobilizasyondan sonra goézlenen sicaklik degerindeki kaymanin tasiyict matriksin

ozellikleri ve tastyici matriksle enzim arasi etkilesimlerden kaynaklandig: diistintilmektedir.

B Serbest L-ASNaz
mm Fe;04-NH,-4VPBA-PEG-L-ASNaz
120

100

80

60

40—

Bagil Aktivite (%)

20
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30 35 40 45 50 55 60

Sicakhk (@)

Sekil 5.20 : Serbest L-ASNaz ve Fe304-NH,-4VPBA-PEG-L-ASNaz’in optimum sicaklik

degerlerinin belirlenmesi
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5.2.4. Kinetik parametrelerin belirlenmesi

Onceki béliimlerde de belirttigimiz iizere serbest L-ASNaz ve FesOs-NH:-4VPBA-
PEG-L-ASNaz’in kinetik parametrelerinin belirlemek i¢in farkli derisimlerde substart
cozeltileriyle calisilmistir. Daha sonra Lineweaver-Burk denklemi kullanilarak kinetik
parametreler belirlenmistir. Kinetik parametre degerleri olan Km degeri enzim substrata olan
ilgisi hakkinda bilgi vermektedir. Km degerinin diisiik olmas1 demek enzimin substrata kars1
yiiksek affinite gostermesi anlamina gelmektedir.Vmax’da reaksiyonun gerceklesme hizi
hakkinda bilgi vermektedir. Yapilan ¢calismada elde edilen sonuglar Sekil 5.21 (A) ve (B)’de
gosterilmekle beraber Cizelge 2’de de sunulmustur.Serbest L-ASNaz ve Fe3Os-NH:-
4AVPBA-PEG-L-ASNaz i¢in Km degerleri sirasiyla 10,736 ve 7,06 mM olarak bulunmustur.
Vmax degerleri serbest enzim ve Fe3O4-NH:-4VPBA-PEG-L-ASNaz icin ise 138,88 ve
121,95 umol/dk olarak bulunmustur. Km’de gozlenen diisiis, immobilizasyon isleminden
sonra enzimin substrata olan affinitesinin arttig1 seklinde yorumlanabilir. Vmax’da gozlenen
diistisin  ise, immobilizasyon isleminden sonra substratin difuzyonunun yiizey

modifikasyonlari nedeniyle sinirlandirilmasindan kaynaklandigi diisiiniilebilir.

04 4

0.3 4

V/[V] (umoV/dk)

. ¥=0,0773x + 0,0072
- R>=0,992

0.1 4

04 0.6 Lé pX 36 4,6
1/[S] (mMD)

Sekil 5.21 (A) : Serbest L-ASNaz igin Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 5.21 (B) : Fes04-NH,-4VPBA-PEG-L-ASNaz’in Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 5.2: Serbest L-ASNaz ve Fe304-NH,-4VPBA-PEG-L-ASNaz’in Kinetik parametreleri

Enzim Km (mM)  Vmax(umol/dk) R?
Serbest L-ASNaz 10,37+0,57 138,88+2,64 0,9920
Fe3Os-NH2 -4VPBA-PEG-L-  7,06+0,29 121,95+1,070 0,9791
ASNaz

5.2.5. Termal kararhhgmin belirlenmesi

Onceden bahsedildigi iizere termal stabilite iki enzim formu igin 15-120 dk
araliginda farkli sicaklarla incelenmistir. Yapilmis olan deneye ait sonuglar Sekil 5.22 A ve
B’de gosterilmektedir. Sonuglardan goriildiigii tizere her iki enzim de 50 ve 55 °C’de termal
kararlilik gostermistir. Ancak 60 °C gibi yiiksek bir sicakliga gelindiginde Fe3Os-NH-:-
4AVPBA-PEG-L-ASNaz baslangic aktivitesinin %25’°lik bir boliimiinti korurken serbest L-
ASNaz %9’luk bir kismini koruyabilmistir. Enzimler protein yapili olmasi nedeniyle bir siire
sonra yiiksek sicakliklarda denatiire olurlar. Denatiirasyon gergeklestiginden dolay1 da

aktivite gozlenemez. Immobilizasyon islemi genellikle enzimleri gevre kosullarina daha
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dayanikl1 hale getirmektedir. Immobilize enzimler, serbest enzimlere gore genellikle yiiksek

sicakliklara kars1 dayaniklilik gosterirler.

150 B 50°C

Bagil Aktivite (%0)

15 30 45 60 90 120
Zaman (dk)

Sekil 5.22 (A) : Serbest L-ASNaz’in termal kararliliginin belirlenmesi
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100
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Sekil 5.22 (B) : Fe3s04-NH,-4VPBA-PEG-L-ASNaz’in termal kararlilig
5.2.6. Yeniden kullanilabilirlik

Bu deney  asamasinda  Fe30s-NH:-4-VPBA-PEG-L-ASNaz’in  yeniden
kullanilabilirligi incelenmistir. Yaptigimiz bu calismaya ait sonuglar Sekil 5.23’te
gosterilmektedir. Sonuglardan da goriilebilecegi gibi immobilize enzim 10. kullanimda bile
baslangi¢ aktivitesinin yaklasik %54’iinii korumaktadir. Elde edilen sonuglardan yola

cikarak yeniden kullanilabilirligin immobilize enzimleri serbest enzimlere kiyasla daha
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avantajli hale getiren en Onemli parametrelerden biri oldugunu sdyleyebiliriz. Serbest
enzimler sadece bir kez kullanilirken, immobilize enzimler reaksiyon ortamindan kolayca
aynistirilarak defalarca kez kullanilabilirler. Aslinda FesOs-NH:-4-VPBA-PEG-L-ASNaz
manyetik 6zelligi nedeniyle reaskiyon ortamindan kolaylikla uzaklastirilabilir ve tekrar
tekrar kullanilabiler de denilebilir. Serbest enzimlerde ise enzim reaksiyon ortamindan
uzaklastirilamaz ve bir kez kullanilmalirindan sonra denatiire olarak aktivitelerini
kaybederler. Bunlarin yani sira yeniden kullanilabilirligi immobilize enzimlere maliyetleri
diisiirme, hatta ilag olarak kullanilabilen enzim formlarinin yan etkilerinin azaltilmasi gibi

avantajlar da sagladigi bilinmektedir (Ulu ve dig, 2018).
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Sekil 5.23 : Fe304-NH;-4VPBA-PEG-L-ASNaz’1n yeniden kullanilabilirligi
5.2.7. Depolama kararhhgnn belirlenmesi

Serbest L-ASNaz ve Fe304-NH2-4VPBA-PEG-L-ASNaz’in depolama karaliliklarinin
belirlenmesi i¢in her iki enzimde 25 °C oda kosullarinda 28 giin siireyle saklanmigtir. Daha
sonra belrilenen giinlerde diizenli periyotlarla her iki enzim formunun aktiviteleri dl¢iiliip 28
giin sonunda sonunda baslangi¢ aktiviteleri ile kiyaslanmistir. Bu deneye ait sonuglar Sekil
5.24’te gosterilmektedir. Sekil 5.24°ten de goriildiigi tizere serbest L-ASNaz zamanla daha
kararli bir diistime egilimi géstermistir Bunun nedeni olarak serbest enzimleri sicaklik, pH
gibi ¢evresel etmenlerden kolaylikla etkilenebilmeleri soylenilebilir. SOyle de diyebiliriz ki;
enzimler protein yapili molekiiller olduklairnda ani ¢evresel faktorlerin degisimine adapte
olamayip denatiire olabilirler. Fakat immobilize enzimler daha giiclii bir konformasyonel

duruma sahip olmalar1 ve tasiyic1 matriks ile giiclii etkilesimleri sayesinde serbest enzimlere
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kiyasla genellikle ¢evresel kosullara daha iyi adapte olurlar ( Noma ve dig, 2020). Bu
immobilizasyon isleminin, enzimlerin uzun siireler boyunca aktivite kayiplarin1 en aza

indirerek saklanmasi/depolanmasi i¢in sagladigi 6nemli bir avantajdir.

B Serbest L-ASNaz
mm Fe;04-NH,-4VPBA-PEG-L-ASNaz

120

Bagl Aktivite (%)

0 7 14 21 28

Zaman (Giin)

Sekil 5.24 : Serbest L-ASNaz ve Fes04-NH,-4VPBA-PEG-L-ASNaz’in depolama kararlilig:

5.2.8. Manyetik alan etkisi

Enzim aktivitelerinin  NIR, ultrasonik alan, elektrik alan ve manyetik alan gibi bir
harici bir kuvvetle arttirilmasimna yonelik literatiirde calismalar mevcuttur. Yapmis
oldugumuz caligmada manyetik alanin enzim aktivitesini nasil etkilenigi incellenmistir. Bu
deney asamasinda ilk olarak optimum frekans degeri belirlenmistir (Sekil 5.25). Sekil
5.25’ten de goriildiigii tizere 10 Hz’e kadar artan manyetik alanla birlikte enzim aktivitesinde
artig gozlenmis ve 10 Hz’de aktivite manyetik alan olamayan kontrole gore 3,2 kat artarak
maksimuma ulagmistir. Bununla birlikte manyetik aki yogunlugunun genellikle 20 mT
kadar artis gosterdigi ve 20 mT manyetik aki uygulanmayan kontrole gore aktivitenin
yaklasik 4,3 kat arttigi gozlemlenmistir. Bu deneye ait sonuglar Sekil 5.26°da
gosterilmektedir. Fakat aki yogunlu giderek arttikca enzim aktivitesinde kayiplar
gozlenmistir. Manyetik alanin enzim aktivitesi lizerindeki bu etkilerini degerlendirecek
olursak, enzim aktivitesinin arttirmasinin sebebi olarak manyetik alanin nanopartikiilleri
hareket ettirerek substratla etkilesime daha hizli girmesini saglamasi ve yine manyetik alanin
etkisi sayesinde nanopartikiillerin ¢okme egiliminin Oniine gecilmesi oldugunu

sOyleyebiliriz (Ates ve dig, 2018).. Biyogoriintileme ajani olarak kullanilan manyetik
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malzemelerle (MRI), ¢alismamizda elde ettigimiz malzeme karsilastirildiginda daha diistik
bir manyetik alana ihtiya¢ duymasi nedeniyle manyetik alanin zararli etkilerinin en az

indirilebilecegini sdyleyebiliriz.

Bagil Aktivite (%)
N
o
T

0 1 3 5 8 10 12 15
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Sekil 5.25 : Fe304-NH,-4VPBA-PEG-L-ASNaz i¢in uygulanacak olan optimum frekans degerinin

belirlenmesi
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Sekil 5.26 : Fe304-NH,-4VPBA-PEG-L-ASNaz i¢in uygulanacak olan optimum frekans degerinin
belirlenmesi

Asagida verilmis olan Sekil 5.27°de manyetik alan uygulanan FesO4-NH,-4VPBA-

PEG-L-ASNaz’in optimum aktivite gosterdigi degerlerden sonraki molekiiler arasi

etkilesimleri FTIR ile incelenmistir. Sekilden de goriilebilecegi iizere herhangi bir manyetik

alan uygulanmayan 6rnekte N-H baglarma ait pikler 1100 cm™’de gdzlenmistir. Daha

sonrasinda 10 Hz bir manyetik alan uygulandiginda bu pik degerinde hafif bir kayma oldugu
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gozlenmistir. 20 mT manyetik aki uygulandiginda ise bu pik degerlerinin siddetlerinin
diistiigi ve manyetik alana bagl olarak titresim gosterdigi acik¢a gozlenmektedir. Yine
benzer olarak 1296 cm™’de gdzlenen C-O bandi uygulanan manyetik giic ve akiya baglh
olarak giderek kaybolmustur. Bunlara ek olarak 3400 cm™’de gozlenen O-H bandinin da
manyetik alan uygulanmasiyla beraber degistigi gozlenmistir. Bunlardan yola ¢ikarak
manyetik alan uygulanmasinin molekiiler aras1 etkilesimleri 6nemli Olciide etkileyerek,

enzim aktivitesinin artmasina neden oldugunu sdyleyebiliriz.

Gecirgenlik (%)

4000 3600 3200 2500 2400 2000 1600 1200 800 400

—0 10Hz 20mT
Dalga Savisi (cm™)

Sekil 27. Manyetik alan uygulanan Fe;0s-NH,-4VPBA-PEG-L-ASNaz nanopartikiillerinin FTIR

karakterizasyonlari

6. TARTISMA VE SONUC

68



L-ASNaz, basta ALL olmak iizere farkli kanser tiirlerinin tedavisinde rol oynayan
onemli bir enzimdir. Normal hiicreler L-asparajin amino asidini sentezleyebilirken, kanser
hiicreleri bu amino asidi sentezleyememektedir. Bu nedenle kandaki L-asparajini kullanilar.
L-ASNaz kandaki L-asparajini siipiirerek kanser hiicrelerinin geligsmesi i¢in gerekli besini
ortadan kaldirirlar. Ancak L-ASNaz’in ilag olarak kullanilan formlarinin bakteriyel
kaynaklardan izole edilmesi bazi yan etkilere neden olmaktadir. Bu durumun oniinen
gecebilmek i¢in L-asparajinaz’in PEG’li formlar1 gelistirilmistir. Ancak bu tek bagina yeterli
degildir. Son yillarda enzim immobilizasyonu igin ¢esitli tasiyict matriksler
gelistirilmektedir. Uygun tasiyic1 matriks sayesinde enzimler daha biyoyumlu hale gelebilir,
yarilanma Omrii uzar, aktiviteleri iyilestirilebilir ve hatta disardan bir harici kuvvet ile
aktivileri arttirilabilir. Bundan yola ¢ikarak yaptigimiz calismada enzim immobilizasyonu
igin tastyict matriks olarak suda ¢dziinebilen fonksiyonel boronik asit tiirevli manyetik
nanopartikiiller sentezlenmis, yapisal ve morfolojik 6zellikleri FTIR, XRD, SEM, EDAX,
VSM ve DLS ile karakterize edilmistir. Daha sonra optimum pH, optimum sicaklik, kinetik
parametreleri (Km, Vmax), termal kararlilik, depolama kapasitesi, yeniden kullanilabilirlik,
ve manyetik alanin aktivite tizerindeki etkisi belirlenmistir.

Manyetik nanopartikiillerin L-ASNaz immobilizasyonu i¢in hazir hale gelmesi dort
asamada gerceklesmistir. Ik olarak Fe3Os nanopartikiilleri sentezlenmistir. Daha sonra
FesOs nanopartikiillerinin yiizeyi APTMS ile modifiye edilmis ardindan da 4VPBA ile
fonksiyonellestirilmistir. Son olark PEG ile kaplanarak immobilizasyona hazir tasiyici
matriks haline getirilmistir. Gergeklestirilen her adimin FTIR, XRD, DLS, VSM, SEM,
EDAX karakterizasyonlar1 gerceklestirilmistir. FTIR analizi i¢in Fe3O4 karakteristik bandini
540 cm™*’de gostermektedir. Ayrica diger bantlar; 2933 cm™'de C-H titresim bandi, 1583
cm'de C-C germe titresimi, 1135 cm™'de esterik C-O band1 ve 1126 cm™'de Si-O band:
olarak siralanmaktadir (Karimzadeh ve dig, 2017). Boronik asit varligina dair pik ise 1600
cm™?°de gdzlemlenmistir. Son olarak L-ASNA-az immobilize edildikten sonra karakterize
edilen 6rnekte amid piklerinin gézlenmesi enzim immobilizasyonunun basarili bir sekilde
gergeklestiginin gostergesidir. Sentezlenen her malzemenin XRD spektrumlart ayri ayri
incelenmistir. Analizler sonucunda modifikasyon islemlerinin nanopartikiillerin kristalin
ozellikleri izerinde 6nemli bir degisiklige neden olmadig1 gozlenmistir (Gong ve Lin, 2003;
Liao ve Chen, 2001). Sentezlenen malzemelerin morfolojik 6zellikleri SEM ile karakterize
edilmistir. Ik olarak Fe3Oas’e ait SEM goriintiilerini inceledigimizde homojen olmayan bir

yap1 ve aglemerasyon oldugunu gérmekteyiz. Bunun nedeninin manyetik nanopartikiillerin
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dogasi geregi bir siiresi sonra toplanip ¢okme egilimi oldugunu sdyleyebiliriz. Sonra Fe3Os-
NH2, Fes04-NH2-4VPBA ve Fe30s4-NH2-4VPBA-PEG’in SEM  karakterizasyonlarin
inceledigimizde bu topaklanma egiliminin daha az oldugunu goérmekteyiz. Daha Once de
belirttigimiz gibi manyetik nanopartikiillerin toplanip ¢6kme egiliminin 6niine ge¢ebilmek
icin nanopartikiillerin dis kismi uygun bir polimerle kaplanir. Burdan yola ¢ikarak soyle
diyebiliriz ki, yapilan fonksiyonellestirme islemleri ve PEG ile modifikasyon basarili bir
sekilde gerceklesmis ve topaklanma egiliminin azalmasmi saglamistir. EDAX
karakterizasyonlar1 incelendiginde her modifikasyon isleminden sonra, ilgili elementler
haritalama yoluyla tespit edilmistir. Nanopartikiillerin hidrodinamik c¢aplar1 Sl¢tilmiis,
FesOas, Fes0s-NH2, Fes0s-NH2-4VPBA, Fe304-NH2-4VPBA-PEG ve Fe30s-NH2-4VPBA-
PEG-LASNaz’n sirastyla 79,37, 116,82, 317,37, 506,94 ve 768,62 nm olarak bulunmustur.
Burdan yola ¢ikarak sunu sdyleyebiliriz yapilan yilizey modifikasyonlar1 hidrodinamik ¢apin
artmasimna neden olmustur.VSM analizine gelecek olursak modifikasyon isleminin
artmasiyla manyetizasyon degerinin azalmasi dogrudan iliskilidir.

Calismalarin devaminda hem serbest enzim i¢in hem de immobilize enzim i¢in
optimum pH degeri belirlenmistir. Serbest L-ASNaz i¢in optimum pH degeri 8,5 olarak
bulunurken Fe30s-NH2-4VPBA-PEG-L-ASNaz igin bu deger 7,5 olarak tespit edilmistir. pH
degerindeki bu kaymanin enzim ile tastyict matriks arasinda gergeklesen ikincil
etkilesimlerden kaynaklandig diisiiniilmektedir. Ulu ve dig. (2018), yaptiklar1 ¢aligmada
L-ASNaz immobilizasyonu i¢in tasiyict matriks olarak FesO4s@MCM-41 sentezlemislerdir.
Yaptiklart calismada serbest L-ASNaz i¢in optimum pH dgeri 8,5 bulunurken immobilize
enzim i¢in bu deger 7,5 e bir kayma gostermistir. Bu agsamadan sonra her iki enzim formu
icinde optimum sicaklik degeri belirlenmistir. Yapilan deneyler sonucunda serbest L-
ASNaz i¢in optimum sicaklik 45 °C bulunurken, FesOs-NH2-4VPBA-PEG-L-ASNaz i¢in
ise bu deger 40 °C olarak bulunmustur. Gozlenen bu sicaklik degeri kaymasina benzer
sonuglar literatiirde de mevcuttur. Ulu ve dig. (2018), yaptiklar1 ayni1 ¢alismada serbest L-
ASNaz i¢in optimum sicaklik degerini 50 °C olarak bulurken, immobilize L-ASNaz i¢in bu
deger 45 °C’ye bir kayma gostermistir. Burdan yola ¢ikarak yaptigimiz optimum sicaklik ve
optimum pH ¢alismalariin literatiirle uyum igerisinde oldugunu sdyleyebiliriz.

Enzim aktivitesi deneylerinde Km enzimin substrata olan affinitesini ifade eder.
Vmax ise reaksiyonun ger¢eklesme hizini ifade eder. Km degeri ne kadar diisiik olursa
enzimin substrata kars1 o kadar yiiksek ilgisi oldugunu diisiinebiliriz. Yapti§imiz ¢caligmada
serbest L-ASNaz i¢cin Km ve Vmax degerleri sirasiyla 10,736 mM ve 138,88 umol/dk olarak
bulunmustur. Fe30s-NH2-4VPBA-PEG-L-ASNaz i¢in Km ve Vmax degerleri ise 7,06
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mMve 121,95 umol/dk olarak bulunmustur. Yapilmis olan ¢aligmaya ait benzer sonuglar
literatiirde mevcuttur.

Immobilizasyon isleminden sonra enzimler genellikle olumsuz ¢evre kosullarinda
daha dayanikli hale gelirler. Yaptigimiz calismada serbest L-ASNaz ve Fe3Os-NH2-4VPBA-
PEG-L-ASNaz’m belirli sicakliklarda yaklasik 15-120 dk arasinda inkiibe edilerek termal
kararliliklar1 incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore 60 °C gibi yiiksek bir sicaklikta
serbest L-ASNaz aktivitesinin neredeyse tamamini kaybederken, Fe304-NH2-4VPBA-PEG-
L-ASNaz serbest L-ASNaz’a kiyasla aktivitesini 6nemli l¢lide korumustur. Ates ve dig.
(2018), FesOas-kitosan nanopartikiillerine L-ASNaz immobilize etmislerdir. immobilize
edilen enzimin termal kararliligini inceledigimizde inkiibasyon islemi tamalandiktan sonra,
serbest enzim zamanla baslangi¢ aktivitesinin tamamini kaybederken immobilize enzim
baglangi¢ aktivitesinin neredeyse %54 linii korumustur. G6zlenen bu sonuglar yaptigimiz
calismanin literatiir ile uyum iginde oldugunun bir kanitidir.

Enzimlerin depolama kararliligi immobilize ve serbest enzimler arasinda farklilik
gostermektedir. Yaptigimiz ¢calismada immobilize enzimin baslangig aktivitesinde zamanla
daha kararl bir diisiis gézlenirken serbest enzimin aktivitesinde immobilizeye kiyasla daha
hizli bir diisiis vardir. Bu immobilizasyon isleminin en nemli avantajlarindan biridir. Noma
ve dig. (2020), yaptiklari c¢alismada L-ASNaz immobilizasyonu igin amino
(Fe304/SiO2/COOH) ve karboksil Fe304/SiO2/COOH)  nanopartikiillerin etkili olup
olmadigini incelemislerdir. Depolama kararlilig1 deneyleri 4 °C’de gerceklesmis ve serbest
enzim baslangi¢ aktivitesinin %30 unu korurken ayni kosullar altinda Fe304/SiO2/NH> ve
Fe304/Si02/COOH baslangig aktivitelerinin sirasiyla %78,9 ve %56,5’inden fazlasini
korumustur.

Immobilize enzimleri serbest enzimlerden aywran en ©Onemli farklardan biri
immobilize enzimlerin reaksiyon ortamindan kolayca uzaklastirilarak tekrar tekrar
kullanilabilmeleridir. ~ Yaptigimiz ¢alismada Fe30s-NH2-4VPBA-PEG-L-ASNaz kendi
optimum kosullarinda 10 tekrarli kullamlmistir ve baslangi¢ aktivitesinin %50’sinden
fazlasin1 korudugu gozlenmistir. Noma ve dig. (2020), yaptiklar calismada L-ASNaz’1
tannik asitle modifiye edilen mezo gbzenekli manyetik nanopartikiiller tizerine immobilize
etmislerdir. Immobilize enzimin yeniden kullamilabilirlik testlerini inceledigimizde 16
kullanim déngiisiinden sonra bile baslangi¢ aktivitesinin %70’ini korudugunu goérmekteyiz.
Gozlemledigimiz bu sonuglar yaptigimiz ¢aligmanin literatiir ile uyum iginde oldugunu

gostermektedir.

71



Yaptigimiz calismada dikkat g¢ekici en dnemli parametre ise enzim aktivitesinin
manyetik alan etkisi ile iyilestirilmesidir. Literatiirde enzim aktivitesini iyilestirmeye
yonelik elektrik alan, NIR, ultrasonik alan, manyetik alan gibi farkli indiikleme teknikleri
vardir. Bizim c¢aligma presibimizin temelini olusturan manyetik alanla indiikleme deneyleri
frekans ve aki olmak {izere farkli parametreler ¢alisilarak incelenmistir. Manyetik alan enzim
aktivitesi 10 Hz gibi bir frekans degerinde uygulanmayan enzim aktivitesine kiyasla
yaklasik 3,2 kat, manyetik aki yogunlugu ise 20 mT oldugunda yaklasik 4,3 kat artig
gozlenmistir. Ayrica Yiiksek frekans yogunlugu ve aki yogunlugunun enzim aktivitesini
olumsuz yonde etkiledigi tespit edilmistir. Bunlara ek olarak aki yogunlugunun ve frekans
yogunlugunun molekiiler arasi baglara etkileri FTIR kullanilarak incelenmistir. Literatiirde
manyetik alanla enzim aktivitesinin arttirilmasina yonelik ¢calismalar mevcuttur. Ates ve dig.
(2018) yaptiklar1 g¢alismada FesOs-kitosan nanopartikiilleri sentezleyerek L-ASNaz
immobilizasyonunda kullanmiglardir. Sentezlenen bu malzemenin FTIR, XRD, DLS, SEM,
VSM gibi analizleri ger¢eklestirilmistir. Manyetik alanin enzim aktivitesi {izerinde etkisinin
incelenmesi i¢in farkli aki ve frekans degerleri test edilmistir. Fe3Os-Kitosan
nanopartikiillerinin manyetik alan etkisiyle 3 Hz kontrole kiyasala %175 artmistir. 30 mT’da
ise aktiviteniin %300 artig1 gdzlenmistir.

Sonug olarak Fe3O4 nanopartikiilleri basarili bir sekilde sentezlenmis ve modifiye
edilmistir. En son modifikasyon iirlinii olan Fes04-NH2-4VPBA-PEG’lere L-ASNaz basarili
bir sekilde immobilize edilmistir. Elde ettigimiz bu nanotasiyict sistem L-ASNaz’1n kinetik
parametrelerini iyilestirdigi gozlenmistir. Ayrica manyetik alanla indiiksiyonuyla enzim
aktivitesinin iyilestigi de belirlenmistir. Bu ¢alismanin L-ASNaz immobilizasyonu igin yeni
farkli bir bakis ag¢is1 sundugunu, enzim indiikleme yontemleri bakimindan sayili
caligmalardan oldugunu ayrica endiistriyel ve klinik uygulamalar icin alternatif bir bakis
acist sundugunu soyleyebiliriz. Bu sebeplerle yaptigimiz calisma oldukg¢a Onem

arzetmektedir.
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