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OZET

Enzimler, reaksiyonlar1 yiliksek oOzgillik ve ¢ok yiikksek hiz ile katalize eden
biyokatalizorlerdir. Yiiksek katalitik verimlilik, yiiksek segicilik, diisiik toksisite ve suda
¢Oziinme gibi Ozellikleri sayesinde enzimler, kimya, biyokimya, biyomedikal, ilag, gida ve
tekstil gibi endiistriyel alanlarda genis uygulama alanlar1 bulmaktadirlar. Bununla birlikte,
enzimlerin serbest formlari, kisa bir yasam siiresine sahiptir ve bu durum enzimlerin pek ¢ok
alanda uygulamalarin1 sinirlar. Bu amagla enzim immobilizasyonu ¢ok yaygin olarak
calisiimaktadir. Immobilizasyon, enzimlerin kati bir destek {izerine tutturulmasi ya da
icerisine hapsedilmesi seklinde gergeklestirilebilir. Ancak immobilizasyon g¢aligmalarinda,
sadece birka¢ enzim hari¢, immobilize edilen enzimlerin kararliliginin ve cevresel sartlara
kars1 direncinin artmasina ragmen aktivitesinin diistiigli goriilmiistiir. Son zamanlarda, farkl
bir enzim immobilizasyon yaklasgimi kullanilarak enzimlerin aktivite ve kararliliginin
yiikseltilmesi hedeflenmektedir. Bu amagla baz1 enzim ve metal iyonlarinin etkilesimleri ile
cicek sekilli enzim-inorganik hibrit yapilarin sentezi literatiirde rapor edilmistir. Fakat yapilan
literatiir arastirmasinda, pH, sicaklik ve konsantrasyon gibi deneysel sartlarin sentezlenen
cicek sekilli hibrit yapilarin morfolojisine ve bu yapilarin enzimatik aktivite ve kararliligina
etkilerini gdsteren sistematik bir ¢alismaya da rastlanmamistir. Bu amaglar dogrultusunda;
Onerilen projede model enzim olarak yabanturpu (Horseradish peroxidase, HRP) peroksidaz
enzimi ve metal iyonu olarak Fe®* iyonlari kullanilarak ¢igek sekilli hibrit yapilarm
sentezlenmis ve yiiksek aktivite ve kararlilik gosterdikleri ispatlanmistir. Benzer prosediir
lireaz enzimenine uygulanmis ve yine ¢ok yiiksek katalitik aktivite ve karalilik {ire substratina

kars1 elde edilmistir.



ABSTRACT
Enzymes which catalyze reactions with high specificity and very high rapidity are biocatalysts.
Enzymes have wide application areas in the fields of chemistry, biochemistry, biomedical,
drug; in industrial fields as food and textile due to their properties of as high catalytic yield,
high selectivity, low toxicity and water-solubilty. However, free forms of enzymes have a
short life time and this situation limites applications of enzymes in many areas. For this
purpose, enzyme immobilization is one of the methods used. Immobilization is carried out by
attaching enzymes on surface of solid supports or trapping enzymes into them. However,
although stability and resistance of enzymes againts envorinmental conditions are increased,
decrease on the ezyme activity has been seen except a few enzymes in the immobilization
studies. Recently, incerasing activity and stability of enzymes is aimed by using a different
enzyme immobilization approach. For this purpose, production of flower-like hybrid
structures (FHS) with reaction of enzyme and some metal ions has been reported in the
literature. But based on the literature searches, a systamtic study inclduing effect of
experimental conditions as pH and temperature on both formation of FHS and enzymatic
activity and stability of FHS has not been met. In the line with these objectives in the
proposed project, the synthesis of FHSs by using horseradish peroxidase (HRP) as a model
enzyme and Fe** ion as a metal ion and their high activity and stability has been proved. The
same procedure was applied to urease enzyme and very high catalytic activity and stability

were obtained towards urea substrate.



1. GIRIS/AMAC VE KAPSAM

Enzimler substratlar1 yiiksek secicilik ve ¢ok yiiksek hiz ile katalize eden biyokatalizorlerdir.
Enzimler temelde “in vivo” ve” in vitro” sistemlerinde biyolojik molekiilleri katalize etse de,
giinlimiizde kimya, biyokimya, eczacilik, tip gibi doga bilimlerinin yanisira tekstil ve gida gibi
bircok endiistriyel alanlarda da yaygin olarak kullanilmaktadir. Enzimlerin ¢ok genis bir
kullanim yelpazesine sahip olmasinin nedeni enzimlerin kendilerine 6zgii essiz 6zellikleridir.
Ornegin, enzimler ¢evre dostudur, diisiik toksisiteye sahiptir, suda ¢oziiniirliigii yiiksektir ve
substratlara kars1 yiliksek katalitik aktivite ve 0zgiilliik gosterirler. Bununla birlikte, serbest
enzimler bircok dezavantajlar ve smrlamalar gosterir. Oncelikle enzimler ¢ok pahali
biyomolekiillerdir, suda ¢oziindiiklerinde ¢ok kisa bir yasam siiresine sahiptir, az miktarda
organik coziiclilerin varliginda dahi hemen yapilar1 bozulur, yliksek sicakliga, diisiikk ve
yiikksek pH ortamlara kars1 kararsizdirlar ve ¢ozeltiden geri kazinim ve tekrar kullanim
olasilig1 yoktur. Serbest enzimlerin gosterdigi bu dezavantajlar, aragtirmacilar1 enzimleri farkli
sekilde kullanmaya ve bu dezavantajlar1 minimize etmeye yonlendirmistir.

Bu amagcla, enzimleri daha verimli kullanma adina pek ¢ok teknik gelistirilmistir. Bu
tekniklerden en yangin kullanilan1 enzim immobilizasyonudur. Enzimler kati bir destek
icerisine ya da ylizeyine kovalent, kovalent olmayan, kapsiilleme ve capraz baglama gibi
yollarla ilistirilmistir. Enzimlerin immobilizasyonu i¢in pek ¢ok kati destekler kullanilmistir.
Ancak immobilizasyon calismalarinda, sadece birka¢ enzim hari¢, immobilize edilen
enzimlerin kararliliginin ve g¢evresel sartlara karsi direncinin artmasina ragmen aktivitesinin
diistiigli goriilmiistiir. Enzimlerin katalitik aktivitenin diigmesi bunlarin uygulamalarini biiyiik
oranda sinirlamaktadir. Bu nedenle, gelistirilmis katalitik etkinlige sahip enzimlerin

hazirlanmasi i¢in yeni ve verimli bir yaklagimin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir.



Bu amag dogrultusunda, projemizde model enzim olarak yabanturpu (Horseradish peroxidase
(HRP)) peroksidaz enzimi ve model metal iyonu olarak Fe** iyonu kullanilarak cicek sekilli
hibrit nano yapilarin (CHNY) sentezlenmesi ve bunlarinin katalitik aktivite ve kararliliginin
test edilmesi amaglanmaktadir. Peroksidaz enzimi genis katalitik aktivite, yliksek hassasiyet
ve yaygin substrat spesifikligine sahip, 6nemli bir enzimdir. Bu 6zellikler sayesinde HRP
enzimi, kirletilmis sulardan fenollerin uzaklastirilmasi, organik sentezlerin kolaylastirilmasi,
biyosensor tasarimi, klinik ve mikro-analitik gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir. Demir
iyonlart HRP enziminin katalitik performansini artiran aktivator iyonlar arasindadir ve ayrica
uygulanan ¢ok diisiik manyetik alanin HRP enziminin aktivitesi lizerinde pozitif bir etkiye
sahip oldugu bilinmektedir. Bu sebeplerden dolayr Fe** iyonunun model metal iyonu olarak
secilmigtir. Sentezlenecek olan kompakt yapidaki CHNYlerin hem katalitik aktivitesinin hem
de kararliliginin serbest enzime ve bir kat1 {izerine ya da igerisine immobilize edilmis enzime
gore cok daha yiiksek olacagi ongoriilmektedir.

Projenin genel amacinin disinda spesifik amagclar1 ve gerekgeleri daha detayli olarak agagida
maddeler halinde siralanmustir.

1. HRP enzimi ile Fe** metal iyonlar1 fosfat tamponlu tuz ¢dzeltisinde karistirilarak,
enzimdeki peptidlerin tagidiklar1 amin gruplarinin Fe?* iyonlar ile koordinasyon reaksiyonu
vererek ¢oklu tabakalardan olusan ¢icek sekilli hibrit nano yapilarin olusturulmast,

2. HRP enziminin ve Fe?* iyonunun derigimi basta olmak iizere, fosfat tamponlu tuz
cozeltisindeki kloriir iyonunun derigimi, ¢ozelti ortaminin pH ve sicakligr gibi faktorlerin
CHNY lerin morfolojisindeki etkilerinin incelenmesi,

3. HRP enziminin izoelektrik noktas1 dikkate alinarak farkli pH’larda sentezlenen CHNY lerin
morfolojilerin, ylizey yiik tiirlinlin, yiik siddetinin arastirilmasi,

4. Farkli deney sartlarinda elde edilen farkli morfolojideki CHNYlerin igerdikleri protein

miktarinin Bradford protein tayin yontemi ile hesaplanmasi,



5. Farkli deney sartlarinda elde edilen farklt morfolojideki CHNYlerin katalitik aktivitelerinin
genis bir pH ve sicaklik araliginda incelenmesi,

6. Ayrica, farkli deney sartlarinda elde edilen farkli morfolojideki CHNY ¢dzeltilerinin hem
+4°C de hem de oda sicakliginda saklanarak katalitik aktivite ve kararliliginin arastirilmasi,

7. Son olarak sentezlenen CHNYlerin fenol ve dopamin gibi organik ve biyo-molekiillerin

tespiti ve biyo-analitik uygulamalarinin arastirilmasi.
2. GENEL BILGILER

Enzimler substratlar1 yiiksek secicilik ve ¢ok yliksek hiz ile katalize eden biyokatalizorlerdir.
Enzimler temelde “in vivo” ve” in vitro” sistemlerinde biyolojik molekiilleri katalize ederler.
Genel olarak enzimlerin biyolojik sistemlerde bilesikleri sentezleme, par¢alama veya baska
bir molekiile doniistiirme gibi gorevleri vardir. Enzimler reaksiyona girdikleri substratlara
gore tepkimeleri 10%-10"" arasinda hizlandirdilar ve canli hiicrelerde aktivasyon enerjisini
onemli oranda diiglirerek hiicrelerde harcanan enerjiyi minimum diizeye indirerek
tepkimelerin tamamlanmasini saglar. Giiniimiizde enzimler kimya, biyokimya, eczacilik, tip
gibi doga bilimlerinin yansira tekstil ve gida gibi bir¢ok endiistriyel alanlarda da yaygin olarak
kullanilmaktadir. Enzimlerin ¢ok genis bir kullanim yelpazesine sahip olmasinin nedeni
enzimlerin kendilerine 6zgii essiz 6zellikleridir. Ornegin, enzimler cevre dostudur, diisiik
toksisiteye sahiptir, suda ¢oziiniirliigli yiiksektir, substratlara kars: yiiksek katalitik aktivite ve
Ozgiillik gosterirler ve enzim tepkimeleri istenmeyen friinler olusturmazlar (1-3). Bu
avantajlarla birlikte, serbest enzimler birgok dezavantajlar ve sinirlamamalar gdsterir.
Oncelikle enzimler ¢ok pahali biyo-molekiilleridir, suda ¢oziindiiklerinde ¢ok kisa bir yasam
stiresine sahiptir, az miktarda organik ¢oziiciilerin varliginda dahi hemen yapilar1 bozulur,
yiikse sicakliga, diigsiik ve yiiksek pH ortamlarina karsi kararsizdirlar ve ¢ozeltiden geri

kazinim ve tekrar kullanim olasilig1 yoktur. Serbest enzimlerin gdsterdigi bu dezavantajlar,



arastirmacilart enzimleri farkli sekilde kullanmaya ve bu dezavantajlar minimize etmeye

yonlendirmistir.

Bu amagla, enzimleri daha verimli kullanma adina pek c¢ok teknik gelistirilmistir. Bunlardan
bazilar1 kimyasal modifikasyon ve immobilizasyon teknikleridir. Kimyasal modifikasyon
yontemi ile enzimin katalitik aktivitesi serbest enzime gore kismen bir artis gosterse de,
kararlilik bakimindan zayif kalmistir. Ayrica, cok zaman almasi, pahali olmasi, verimin diisiik
olmasi1 ve enzim modifikasyonu i¢in uzmanlik istemesi kimyasal modifikasyon tekniginin en
onemli dezavantajlarindadir (4,5). Kimyasal modifikasyon teknigine karsi, enzim
immobilizasyonu en yaygin kullanilan tekniktir. Enzimler kat1 bir destek igerisine ya da
yiizeyine kovalent, kovalent olmayan, kapsiilleme ve c¢apraz baglama gibi yollarla
ilistirilmistir (6-8). Enzimlerin immobilizasyonu i¢in pek cok kati1 destekler kullanilmistir.
Enzimler kovalent ve kovalent olmayan etkilesimler ile organik ve inorganik nano
malzemelerin tizerlerine ilistirilirken, nano ve mikro gozenekli nano yapilar igerisine, sol-gel
malzemeler ve fosfolipid kokenli zarlar icerine hapsedilmis ve bazi polimer zincirlerine ve
matrislere ¢apraz baglanmistir (9-26). Enzim immobilizasyonlarina nano malzemelerin bir
platform olarak kullanilmasinin ¢esitli sebepleri vardir. Bunlar, nano malzemelerin boyutunun
ve seklinin kolayca kontrol edilebilmesi, yliksek yiizey alanina sahip olmasi ve enzimlerin
nano malzemelerin yiizeyine kolaylikla baglanmasi diye siralanabilir. Nano malzemelerin
genis ylizey alanina sahip olast ¢cok miktarda enzimin yiizeye baglanmasi saglamistir.
Boylelikle enzimlerin yiiksek katalitik aktivite ve kararlilik gostermesi hedeflenmistir. Ancak
immobilizasyon c¢aligmalarinda, sadece birka¢ enzim hari¢, immobilize edilen enzimlerin
kararliliginin ve c¢evresel sartlara karsi direncinin artmasina ragmen aktivitesinin diistiigii
goriilmiistiir. Ackerman ve arkadaglari organofosfor hidrolaz enzimini karbonil, metil-ve
aminopropil ile islevsellestirilmis 30 nm boyutunda gdzeneklere sahip olan mikro boyutlu

silika parcaciklarin igerisine hapsetmislerdir ve serbest enzime gore % 200 daha yiiksek enzim
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aktivitesi elde etmislerdir (27). Fakat bu immobilize enzimin aktivitesinin arttigini gosteren
nadir Orneklerindendir. Immobilize enzimlerin katalitik aktivitenin diismesi bunlarin
uygulamalarini biiyiik oranda sinirlamaktadir. Immobilize enzimlerin katalitik aktivitelerinin
diismesinin temel nedenleri: 1) immobilizasyon islemi sirasinda enzimi inaktif hale getirin
¢oOziiciiler kullanilmasi, ii) immobilize enzimler i¢in enzim ile substrat arasinda yeterli bir
kiitle transferinin olmamasi, iii) immobilizasyon sirasinda protein ile destek nano malzeme
arasinda kimyasal veya fiziksel bir reaksiyonun sonucu enzimin yapisal degisiklige ugramasi
veya aktif tarafinin blok edilmesi diye siralanabilir (28-40). Bu durum biyokatalitik
sistemlerin genis bir uygulama alanina sahip olmasim1 engellemektedir. Bu nedenle,
gelistirilmis katalitik etkinlige sahip enzimlerin hazirlanmasi igin yeni ve verimli bir

yaklagimin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir.

Yakin bir zamanda Zare ve arkadaslar tarafindan farkli bir enzim immobilizasyon yaklasimi
gelistirilmis ve enzimin hem katalitik aktivitesi hem de kararliligi dikkate deger Ol¢iide
artmistir. Zare ve arkadaslar ilk olarak organik bilesen olarak BSA proteinini ve inorganik
bilesen olarak Cu(Il) iyonunu kullanarak fosfat tamponu igerisinde ¢igek sekilli hibrit nano
yapilart Uretmislerdir. Sans eseri olarak lretilen bu yapilarin sentez teknigi, daha sonra
enzimlere de wuygulanmis ve c¢ok yiiksek katalitik performans elde edilmistir (41).
Sentezledikleri hibrit nano yapilarin sekillerinin ¢icek sekline benzemesi nedeniyle
“nanoflower” olarak adlandirmislardir. Bu yapilarin gosterdigi katalitik performans geleneksel
immobilizasyon teknikleri ve serbest formdaki enzimler ile karsilastirildiginda enzim-
inorganik nano yapilarin (nanoflowers) kararliliginin ve aktivitesinin dikkat ¢ekici 6lgiide
arttigl gozlemlenmistir. Rapor edilen bu c¢alismada, lakkaz enzimi ile olusturulan hibrit
yapilarin aktivitesinin serbest enzime gore 4.5/6.5 kat arttig1 ve serbest enzim aktivitesinin
%350 sini 10 glin sonra kaybederken ayni sartlarda lakkaz hibrit yapilarin baslangig

aktivitelerinin %95’ini 2 ay boyunca korudugu belirtilmistir. Diger enzimler i¢in de benzer
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sonuglar elde edilmistir. Sentezlenen protein-inorganik hibrit nano yapilarin aktivitelerinin
artmasinin, muhtemel sebepleri su belirtmislerdir; 1) olusan yapilarin yiiksek yiizey alani sahip
olmasi ki onemli bir kiitle transfer sinirlamasi1 yoktur, ii) nano 6l¢ekli-haps edilmis enzim
molekiillerinin kooperatif etkisi, iii) aktivitesi test edilen enzimlerden 6zellikle lakkaz enzimi,
bakir iyonlari igerdigi i¢in enzimin yine bakir iyonlar1 igeren ¢evresi ile etkilesimi. Yine ayni
arastirma grubu tarafindan protein ve inorganik malzemelerin fonksiyonlarinin birlestirilmesi
ile olusturulan protein-inorganik hibrit nano c¢iceklerin biyosensdr, biyoanalitik cihazlar,
biyoyakit hiicreleri ve endiistriyel biyokataliz gibi alanlarda 6nemli uygulamalara sahip
olmalarinin muhtemel oldugu rapor edilmistir. Fakat " nanoflower" enzimlerin aktivitesinin

artma mekanizmasi tam olarak aciklanmamis ve validasyonu yapilmamistir. Ayrica bu

nanoflower" yapilarin morfolojisini etkileyen deneysel faktorler de incelenmemistir.

Onerilen proje, enzim-inorganik hibrit nano yapilarin olusturulmasima ve karakterizasyonuna
yonelik olduk¢a kapsamli ve sistematik bir ¢alismadir. Bu proje kapsaminda, organik kisim
olarak yabanturpu (ya da karaturp) (Horseradish peroxidase (HRP)) peroksidaz enzimi ve
inorganik kisim olarak Fe?* iyonlar1 kullanilarak yiiksek katalitik aktivite ve kararliliga sahip,
cicek benzeri sekilli (flower like) enzim-inorganik hibrit yapilar sentezlenecek ve
karakterizasyon calismalar1 yapilacaktir. Ayrica bu yapilarin biyo-analitik basta olmak {izere
farkli alanlarda bazi uygulamalar1 da gosterilecektir. Yapilan literatiir arastirmasinda, Fe?*

iyonlar1 kullanilarak HRP enzim kokenli her hangi bir yapiya rastlanmadigi goriilmiistiir.

Peroksidaz enzimi [E.C: 1.11.1.7], dogada ¢ok yaygin olarak bulunan ve hidrojen atomlarini
verme egiliminde olan bilesikler ile bu atomlar1 alict durumunda olan H,0O; bilesigi arasindaki
reaksiyonu katalizleyen bir oksidorediiktazdir. Peroksidaz enzimi, hidrojen peroksiti
kullanarak organik ve inorganik substratlarin oksidasyonunu katalizlerken, fenoller,
hidrokinonlar, hidrokinonid aminler gibi ¢ok sayida aromatik bilesiklerin dehidrogenasyon
reaksiyonlarini da katalizler (42-46).

12



Peroksidaz enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyonlar oldukca karisiktir ancak asagida
verildigi sekilde 6zetlenebilir (47).

Peroksidaz
H,O, + AH, — 2H,O + A

Peroksidaz enzimi peroksit karsisinda gualiakol, pirogalol, klorogenik asit, katekin ve katekol
gibi bircok fenolik bilesikleri de yiikseltgeyebilir (48). Ornek olarak, katekolun oksidasyonu
verilebilir (Sekil 1).

OH OH o} 0

Peroksidaz
+ H0;

+ 2HO,

Sekil 1. Katekol oksidasyonu

Peroksidaz enzimi genis katalitik aktivite, yiiksek hassasiyet ve yaygin substrat spesifikligine
sahip, onemli bir enzimdir (45, 46, 49). Ayrica enzimin aktivite tayini spektrofotometrik
olarak kolaylikla ve yiiksek dogrulukla Olgiilebilmektedir. Peroksidaz enziminin sayilan bu
ozellikleri enzimi mikroanalitik, biyomedikal ve endiistriyel uygulamalarda kullanigl hale
getirmektedir (50-52). Peroksidaz enzimi ticari olarak, biyosensor yapiminda (52, 53), tibbi
tan1 kitlerinin bir bileseni olarak (54-56), organik bilesiklerin biyo-tranformasyonunda (57-59)
ve atik sularin aritilmasinda (fenoller, aromatik aminlerin, bifenil ve bisfenoller gibi ¢esitli
kirleticilerden) kullanilmaktadir (60-63). Ayrica ¢ok farkli alanlarda peroksidaz enzimi i¢in
yeni uygulamalar Onerilmektedir. Onerilen bu uygulamalar arasinda; fenolik kirletici
maddelerin ve bunlarla ilgili bilesiklerin uzaklastirilmasi, sentetik boyalarin renklerinin

giderilmesi, organik ve polimer sentezi sayilabilir (56).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Nano Boyutlu Yapraklardan Olusan Cicek Sekilli Enzim-inorganik
Hibrit Yapilarin Sentezi:

Calismada hibrit yapilarin hazirlanmasinda organik kisim olarak HRP ve {ireaz enzimleri,
inorganik kisim olarak (CuSO,4 ve FeSQ,) kullanilacaktir. Protein molekiillerinin cu® veya
Fe?* iyonlari ile kompleks olusturdugu bilinen bir durumdur. ilk basamakta ¢ekirdek bakir II
fosfat (Cuz(POg)2. 3H,O vaya demir Il fosfat (Fe3(PO,), kristallerinin olusmasi beklenir.
Béylece protein molekiilleri baskin olarak  Cu** veya Fe®* iyonlarile ozellikle protein
omurgasindaki amin gruplarinin koordinasyonu sayesinde kompleksler olustururlar. Olusan
bu kompleksler demir fosfat birincil kristallerin ¢ekirdeklenme alanlar1 haline gelir. Ikinci
basamak biiylime olarak adlandirilir, protein molekiilleri ve birincil kristaller iri topaklar
haline gelir. Demir fosfat kristallerinin kinetik olarak kontrolii agregatlarin yiizeyindeki
bireysel demir baglayic1 bolgelerden kaynaklanir ki buda ayr1 ayri nano boyuttaki yapraklarin
olusmasi saglar. Son basamakta biiyiime mekanizmas1 sonlanir ve bu anizotropik biiyiime ¢ok
katmanli ¢igek-benzeri bir yapinin olusmasi ile sonuglanir. Onerilen bu biiyiime siirecinde,
protein yaprak skafoldlarin olusturulmasi i¢in demir fosfat kristallerinin ¢ekirdeklenmesini
indiikler ve yapraklar birbirine baglamak i¢in bir “tutkal” olarak gorev yapar. Nano boyuttaki
bu yaprak sekilli yapilar bir araya gelerek birbirine baglanirlar ve ¢igek benzeri sekillere sahip
yapilar olustururlar. Bu nedenle sentezlenen yapilar “cigek sekilli nano yapilar” (flower-like
nanostructures) olarak adlandirilmistir. HRP- Cu?*, HRP-Fe** ve Ureaz-Cu®" hibrit cigek

sekilli nano yapinin olusum basamaklar1 Sekil 2 de gdsterilmistir.
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cekirdeklenme ve ilk kristallerin olusmasi  kristallerin bliylimesi gicek sekilli nano yapinin olusumu

Sekil 2. Onerilen HRP veya lireaz enzim-inorganik cigek sekilli nano yapinin olusum mekanizmasi.
Kahve renkli demir eya bakir iyonlarini temsil eder ve bunlar enzimlerdeki amin gruplarina
baglanmaktadir.

3.2. Sentezlenecek CHNYlerin Karakterizasyonu
CHNYlerin morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM) ve taramali tiinelleme
miksirkobu (STM) ile karakterize edilecektir. X-i1sin1 kirinim (XRD) ile CHNY lerin kristal
yapilar1 aydinlatilirken, Zeta potansiyel ile ylizey yiiklerin tiirii ve siddeti oOlgiilecektir.

Bradford yontemi ile sentezlenen CHNYlerin enzim igerigi belirlenecektir.

3.3. Enzim-inorganik Cicek-Sekilli Hibrit Nano Yapilarin Aktivitesinin ve
Kararhiligimin Test Edilmesi

Sentezlenecek CHNYlerin aktivitesinin ve kararliligmin test edilmesi amaciyla ilk olarak
hibrit yapilarin enzim enkapsiilasyon oranlar1 Bradford yontemi ile spektrofotometrik (UV-
spectrophotometer) olarak hesaplanacaktir. Daha sonra ayn1 enkapsiilasyon oranina CHNYler
kullanilarak aktivite deneyleri yapilacaktir. CHNYlerin aktivite Ol¢limii, Somtiirk ve
arkadaglarinin (2014) uyguladig1 prosediire gore spektrofotometrik olarak belirlenecektir.
Yontem H,O; tarafindan guaiakol kromojenik substratin yilikseltgenmesi ve olusan renkli
bilesigin (3,3’-dimetoksi-4,4’-bifenokinon) meydana getirdigi absorbans artisinin 470 nm de

izlenmesi esasina dayanmaktadir (46). Reaksiyon enzim ¢dzeltisinin ilavesiyle baglar ve 3
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dakika stireyle her 1 dakikada bir olmak iizere oda sicakliginda 470 nm’de absorbans artisi

spektrofotometre ile 1 cm 151k yoluna sahip kiivet kullanilarak takip edilir.

OH
H5CO
OCHj,4
POD
o J e ) )
Guaiakol 3,3'-dimetoksi-4,4'-bifenokinon OCHs

Sekil 3. Guaiakol substratinin yiikseltgenmesi

0,1 M KH,P0; (pH:6,8) (Enzim aktivitesinin Olglilmesinde kullanilan tampon): 1,36 g
KH,P0,4, 80 ml destile suda ¢oziiliir ve 1M NaOH ile pH:6,8’e kadar titre edildikten sonra
toplam hacim destile suyla 100 mL’ye tamamlanir.

45 mM Guaiakol ¢ozeltisi (Enzim aktivitesinin 6l¢iimiinde kullanilacak substrat ¢ozeltisi):
498 uL guaiakol alinir son hacim 100 mL’ye tamamlanur.

22,5 mM H,0; ¢ozeltisi (Enzim aktivitesinin dlglimiinde kullanilacak substrat ¢ozeltisi):
%30’luk yogunlugu 1,11 g/mL olan HyO,’den 228 pL alinarak destile suyla 100 mL’ye
tamamlanir.

Aktivite tayininde kullanilacak ¢oziiciiler hazirlandiktan sonra ayni enzim enkapsiilasyon
oranina sahip olan CHNYler alinarak 1mL fosfat tamponunda (pH:6.8) coziilecek ve lizerine
ImL guaiakol ve 1mL H,0O, ilave edilerek farkli sicakliklarda (+4°C ve oda sicakligi)
saklanacaktir. Olgiimler 30 giin boyunca spektrofotometrik olarak gerceklestirilecek ve bu

sekilde kararliliklart tespit edilecektir.
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Ureaz CHNY er aktivitesi ve kararlilig1 ise iire substratina gore belirlenmistir.

O

H\ )J\/H HNF

N N + H,0 - CO, + 2NH;

Sekil 4. Urenin hidrolizi

Serbest iireaz ve CHNYler (1 mg mL™) tampon ¢ézelti ierisinde ¢oziiliir (pH 7.0) ve iki ayr1
reaksiyon tiipiine transfer edilir. Herbir tiipe, 0.8 mL iire (3 mg mL-1) eklenir ve ¢6zelti 30 dk
inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra, 4 mL su ve 100 uL Nessler’s ajan1 eklenir. NHs iiretimi

spektrometrik olarak at 425 nm de 6lgiiliir.[43-48]
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4. BULGULAR

4.1. HRP-Fe?* Cicek Sekilli Nano Yapilarin Bulgular:
. step (nucleation: Formation II. Step (growth: Formation of
of primary nanocrystals) large petals and whole flower

SEM image of primary SEM images of HNF in SEM image of HNF.in

nanocrystals growth process completed growth process

Sekil 1. iki basamaktan olusan Fe-HRP CHNYlerin &nerilen olusum mekanizmasinin sematik
gosterimi: (1) ¢cekirdeklenme ve (Il) biiylime. I ve II. basamakta elde edilen taramali elektron
mikroskop resimler. Not: Kahverengi kiireler HRP molekiillerini isaret ederken, siyah kiireler
nanokristaller temsil eder.
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Sekil 2. (A) Fe-HRP CHNYnin taramal1 elektron mikroskop resmi. flave: Fe-HRP CHNYnin
resmi 40.00Kx biyiitme ile. (B) Kloriir iyonu yoklugunda Fe-HRP CHNYnin taramali
elektron mikroskop resmi. (C) Fe-HRP CHNYnin gegisli elektron mikroskop resmi. (D) Fe-
HRP CHNYnin enerji dagitict X-1s51mn1 spektroskopisi analizi. (E) Fe-HRP CHNYnin FeP,4
nano kristalinin (kirmizi ¢izgi) X-isimm difraksiyon analizi. Bu analiz JCPDS (32-0-471)
standardi ile uyumludur (siyah ¢izgi).
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0 A | g

100 100 |-

g" —FeHRPHNF & ®
' : emeFe-HRP HNF
E 60 s Free HRP § 60 2
> CwHRPHNF & ——Free HRP
R £ w0 Cu-HRP HNF
2 3
3 o g
] 1]
0 10 20 30 0 10 20 30
Time(Day) Time (Day)
C
™ OCH3
OCH;3
Nanoflower
2 + H202 - 0 0
OCH;
guaiacol 3, 3-dimethoxy-4, 4-diphenoquinone

Sekil 3. Fe-HRP CHNY, Cu-HRP CHNY and serbest HRP yapilarinin karalilik grafigi. (A)
+4-C de saklama. (B) Oda sicakliginda saklama (20°C). H,0, varliginda Fe-HRP CHNY
tarafindan kataliz edilen guaiakol sonucu 3, 3-dimetoksi-4,4-difenokinon olusur. .
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4.2. HRP-Cu** Cicek Sekilli Nano Yapilarin Bulgular:

s '
Signal A = SE1 Date :5 Sep 2014 @Grnam
Mag= 500KX Chamber=477¢004Pa -

7] i J 1
Signal A= SE1 Dote 12509200 o
Mag= 500KX Chamber = 2,70e-004 Pa

Sekil 1. Cu-HRP CHNYnin taramali elektron mikroskop resimleri. (A) +4°C ve llave: Cu-
HRP CHNYnin resmi 25.00Kx biiylitme ile. (B) Oda sicakligi (20°C) ve Ilave: Cu-HRP
CHNYnin resmi 25.00Kx biiyiitme ile

Date 23500201 (2 oM

. = 200KX Chamber = 1.956-003 Pa
WD = 65mm Mag= 200KX Chamber = 3 386-004 Pa Mo

20 pm EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Date 23 Sep 2014 ® ernom
Mag= 200KX Chamber = 9.606-005 Pa

Sekil 2. Farkli pH degerlerindeki olusan Cu-HRP CHNYlerin resimleri. (A) pH: 6, (B) pH: 8,
(C) pH: 9.
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Sekil 3. (A) Cu-HRP CHNYnin enerji dagitict X-1sm1 spektroskopisi analizi. (B) Fe-HRP
CHNYnin Cuz(POg) . 3H,0O (kirmiz1 ¢izgi) nano kristalinin X-i1sin1 difraksiyon analizi. Bu
analiz JCPDS (00—022—-0548) standardi ile uyumludur (siyah ¢izgi).

A

o

OCHy

OCH;
2 + H,0, Nanoflower . C C o
oCH,

guaiacol 3, 3-dimethoxy-4, 4-diphenoquinone

C

100
?80
% emmhNFs +4°C
'S 60 emmfree HRP +4°C
§: esehNFs RT
g 40 esmmfree HRP RT
k]
[]
e« 20

0
0 5 10 15 20 25 30 35

Time(Day)

20000 B
18000
16000
14000
12000
10000

- f——

esmhNFs +4°C
e=m=free HRP

Activity ( U/mg)

0 10 20 30 40 50
Time (minute)

esswhNFs +4°C
eswhNFs RT
esmfree HRP

Relative Activty (%)

0 5 10 15 20 25 30 35
Time (Day)

Sekil 4. Cu-HRP CHNY ve serbest enzimlerin guaiakol kars1 aktivite ve kararliligi. (A) H,0,
varhiginda Fe-HRP CHNY tarafindan kataliz edilen guaiakol sonucu turuncu renkli 3, 3-
dimetoksi-4,4-difenokinon olusur. (B) +4°C de sentezlenmis Cu-HRP CHNYlerin +4°C
(mavi ¢izgi) ve 20°C deki (yesil ¢izgi) kararlilik l¢iimleri. Serbest HRP enzimin 4°C (mor
cizgi) ve 20°C deki (kirmiz1 ¢izgi) kararlilik dl¢timleri. (D) 20°C de sentezlenmis Cu-HRP
CHNYlerin +4°C (yesil ¢izgi) ve 20°C deki (mavi ¢izgi) kararhilik 6lgiimleri. Serbest HRP
enzimin 20°C deki (siyah ¢izgi) kararlilik 6lgtimleri
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80 ppm 40 pp}n 20 ppnﬁ 10 ppm

255
2 a0 ppm DA (Nanoflower)
e — a0 ppm DA (Free)
¥ e 0 ppm DA (Nanoflower)
20 ppm DA (Free)
w40 ppm DA (Nanoflower)
i} w40 ppm DA (Free)
/{ w80 ppm DA (Nanoflower)
w80 ppm DA (Free)
0.5

Time (minute)

Activity (EU/mL)

Sekil 4. Cu-HRP CHNY ve serbest enzimler tarafindan oksitlenen dopaminin kinetik grafigi.
ilave: Dopamin konsantrasyonuna ¢ozeltisindeki renk degisimi (10, 20, 40, 80 pg mL™).
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4.3. Ureaz-Cu® Cicek Sekilli Nano Yapilarin Bulgulari

1pm EWT = 25000V Sigral A= SE1 Date 119 Sep 2014 @C‘(nam ENT = 25000V Signal A= SEY

Ous 2104204 ornom
Wo e 85am Mog» 3000KX Chamber = 4 269004 Pa =

Mag® 1300KX Chaember » 2.07e-004 Pa

Signal A= SE1 Do 8N 2014 6rnom
Mag= 2500KX Chamber = 9.106-004 Pa

Date 10 Sep 2014 @ ernam
WO 40 mm Mags 30.00KX Charribee = 2.110-004 Pa

= WO = 65mm

Sekil. 1. Farkli pH degerlerinde HNF olusumu. (A) pH: 6, (B) pH: 7.4, (C) pH: 8 and
(D) pH: 9.
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ENT = 25000 Signal A = SE1

i Date 21 Oct 2014 @ernam
- 75mm

Date 21 Oct 2014 @ornam
Mag = 2000KX Charrbet = 1 590-004 Pa

Mag* 1200KX Chamber = 2070004 Pa

Oxe 210491 @ ornam
WO <09 min Mag 1300KX Charbor = 1200004 Pa

Sekil. 2. Farkli pH degerlerinde HNF olusumu. (A) 0.8 mM, (B) 8 mM, (C) 80 mM.
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DT 2500w Sogrel A » 551 Date 24 Doc 2014
WO« 850

EMT« 2500w Sgral A SEY Oste 17 Sep 2014
WO« §0mm

@ ernom
Mage 2600KX Charrber = & 780004 Pa

® ernom
Mage 000X Cramber = 8320004 Pa

Dute 10t20U S ernom
Chamber = 2070-004 Po

& ernam S A S0 Date 19 30 2014 & ernom
Wegs 300KX Chamter « 1 4e-004 Pa WO 65 e Mag e 15000 K X Charber = & 719004 Pa

Sore A 261 Dute # Zap 2004

’ w
1 WO 60mm

Sekil. 3. Farkli iireaz konsantrasyonlarinda ve asir1 C1” konsantrasyonunda HNF olusumu. (A)
2.5, (B) 0.5, (C) 0.05, (D) 0.02 and (E) 0.01 mg mL™ iireaz konsantrasyonlari. (F) 7 M ve
tizerinde C1” konsantrasyonu.
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Sekil. 4. (A) Ureaz HNF EDX ve (B) Ureaz HNF XRD analizleri.

- A 200 , B w0, C
= o = 600 = HNF-pH6 =
E £ s00 = HNF-pH74 g 30 4 .
a 500 = HNF-pH 6 3 o — HNF-pH 8 3 Free U. pH 7.4 (4°C)
z_ 400 — HNF-pH 7.4 = =~ - Free U. pH 7.4 (RT)
£ 20 PH7A 2 — HNF-pHO 2
B 200 — HNFpHE .2 200 é 10
< 100 = HNF-pHO 2 100 <
0 0 0
0 20 40 0 10 20 30 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Time (Minute) Time (minute) Time (Minute)
D E
100
£ % 100
e = HNF-pH 6 %
3 70 == HNF-pH 7.4 E 32 «= HNF-pH 6
g3 = HNFpHE 3 g ~ HNF-pH 7.4
< % £ = HNF-pH 8
o 4 = HNF-pH 9 g 0 R
2 30 = Free U. g 4 = HNF-pH9
E 20 'g 30 == Free U.
& 10 <z 2
0 € 10
0 10 20 30 40 0
Time (Day) 0 10 20 30 40
Time (Day)
F o
P )I\ P HNF
T T + HZO —_— CO)_ + ZNH‘;
H H

Sekil. 5. Farkli pH degerlerinde sentezlenen ve farkli sicakliklarda (+4°C ve oda sicakligi,
20°C, ) inkiibe edilen HNF aktivite ol¢timleri. (A) +4°C’de HNF inkiibe, (B) 20°C’de HNF
inkiibe. (C) A) +4°C’de ve 20°C’de serbest lireaz inkiibe. HNF ve serbest iireazin farkli
sicaklilarda inkiibe edildikten sonraki kararlilik deneyleri. (D) +4°C’de inkiibe ve (E) 20°C’de
HNF inkiibe. (F) Urenin HNF tarafindan kataliz edilerek hidroliz edilmesinin kimyasal
denklem ile gosterilmesi.
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Sekil. 6. Farkli iireaz konsantrasyonlarinda (2.5, 0.5, 0.1, 0.02 and 0.01 mg mL™) sentezlenen
ve farkl sicakliklarda (+4°C ve oda sicakligi, 20°C, ) inkiibe edilen HNF aktivite dl¢timleri.
(A) +4°C’de HNF inkiibe, (B) 20°C’de HNF inkiibe. (C) A) +4°C’de, (D) 20°C’de serbest
tireaz inkiibe. HNF ve serbest iireazin farkli sicaklilarda inkiibe edildikten sonraki kararlilik
deneyleri. (E) +4°C’de inkiibe ve (F) 20°C’de inkiibe.
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5. TARTISMA VE SONUC

Proje kapsaminda farkli bir enzim immobilizasyon yaklasimi kullanilarak enzimlerin
aktivite ve kararliligimin ¢ok yiiksek derecede arttigi basar ile gosterilmistir. Bu amag
dogrultusunda, projemizde model enzim olarak yabanturpu (Horseradish peroxidase
(HRP)) peroksidaz ve iireaz enzimleri ve model metal iyonlar1 olarak Cu®* ve Fe** iyonlari
kullanilarak c¢icek sekilli hibrit nano yapilarin (CHNY) sentezlenmesi ve bunlarinin
katalitik aktivite ve kararliliginin test edilmesi amaglanmaktadir. Peroksidaz enzimi genis
katalitik aktivite, yiiksek hassasiyet ve yaygin substrat spesifikligine sahip, 6nemli bir
enzimdir. Bu oOzellikler sayesinde HRP enzimi, kirletilmis sulardan fenollerin
uzaklastirllmasi, organik sentezlerin kolaylastirilmasi, biyosensor tasarimi, klinik ve
mikro-analitik gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir. Bulgularda belirtildigi tizere
sentezlenenen kompakt yapidaki CHNYlerin hem katalitik aktivitesinin hem de
kararliliginin serbest enzime ve bir kat1 iizerine ya da igerisine immobilize edilmis enzime
gore cok daha yiiksek oldugu gosterilmektedir.

Projenin sonuglar1 detayli olarak asagida maddeler halinde siralanmustir.

1. HRP enzimi ile Cu** ve Fe?* iyonlar1 metal iyonlar fosfat tamponlu tuz ¢dzeltisinde
karistirtlarak, enzimdeki peptidlerin tasidiklar1 amin gruplarinin Cu® ve Fe* iyonlari
iyonlar1 ile koordinasyon reaksiyonu vererek ¢oklu tabakalardan olusan ¢igek sekilli hibrit
nano yapilar olusturulmustur.

2. HRP enziminin ve Cu** ve Fe?* iyonlarinin derisimi basta olmak iizere, fosfat tamponlu
tuz ¢ozeltisindeki kloriir iyonunun derisimi, ¢ozelti ortamimin pH ve sicakligr gibi
faktorlerin CHNYlerin morfolojisindeki etkilerinin incelenmistir.

3. HRP enziminin izoelektrik noktasi dikkate alinarak farkli pH’larda sentezlenen

CHNY lerin morfolojilerin, yiizey yiik tiiriiniin, yiik siddeti aragtirilmistir,
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4. Farkli deney sartlarinda elde edilen farkli morfolojideki CHNYlerin igerdikleri protein
miktarinin Bradford protein tayin yontemi ile hesaplanmistir,

5. Farkli deney sartlarinda elde edilen farkli morfolojideki CHNYlerin katalitik
aktivitelerinin genis bir pH ve sicaklik araliginda incelenmistir,

6. Ayrica, farkli deney sartlarinda elde edilen farkli morfolojideki CHNY c¢ozeltilerinin
hem +4°C de hem de oda sicakliginda saklanarak katalitik aktivite ve kararliliginin
Olctilmiistiir,

7. Son olarak sentezlenen CHNYlerin fenol ve dopamin gibi organik ve biyo-molekiillerin
tespiti ve biyo-analitik uygulamalarinin arastirilmigtir.

8. Ureaz ile sentezlenen CHNYlerin yiiksek aktiviteleri ve kararliliklari iire substratina

gore test edilmistir.
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