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OZET

MANYETIK BOYA-LIGAND AFINITE NANOYAPILARINI
KULLANARAK Saccharomyces cerevisiae’den ALKOL DEHIDROGENAZ
ENZIMININ SAFLASTIRILMASI

Nazife KAYA

Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dal1
Tez Danigmant: Yrd. Dog. Dr. Deniz AKTAS UYGUN
2012, 71 sayfa

Reaktif boyalar, enzimlerin substratlarinin ve koenzimlerinin yapisim taklit ederek
aktif merkezleriyle etkilesebildiginden proteinlerin saflastirilmasinda ligand olarak
kullanilabilirler. Bu tezde koenzim olarak NAD"e gereksinim duyan
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) alkol dehidrogenaz enziminin
saflastirilmas1 i¢in boya ligand afinite kromatografisinden yararlanilmistir. Bu
amacla poli[2-hidroksietil metakrilat (HEMA)] nanoyapilart sentezlenmis ve bu
nanoyapilara ligand olarak Reaktif Green 19 boyasi niikleofilik yer degistirme
reaksiyonu ile kovalent olarak baglanmistir. Hazirlanan nanoyapilarin
karakterizasyonu FTIR, ESR, SEM, AFM ve EDX Olciimleri ile
gerceklestirilmistir. Bu Olglimlerden sentezlenen nanoyapilarin yaklagik 70 nm
boyutunda, kiiresel ve manyetik 6zellikte oldugu bulunmustur. Sentezlenen boya-
ligand nanoyapilarina alkol dehidrogenaz adsorpsiyonu kesikli sistemde
gerceklestirilmis ve adsorpsiyona pH, alkol dehidrogenaz derisimi, sicaklik ve
iyonik siddetin etkisi incelenmistir. Boya bagli nanoyapilarin maksimum alkol
dehidrogenaz adsorpsiyon kapasitesi 0,5 mg/mL alkol dehidrogenaz derisiminde
pH 7,0 fosfat tamponunda 176,09 mg/g polimer olarak bulunmustur. Nanoyapilara
adsorplanan alkol dehidrogenazin desorpsiyonu 1,0 M NaCl ¢ozeltisi kullanilarak
gerceklestirilmis ve desorpsiyon oran1t % 98,4 olarak hesaplanmigtir. Enzimin sulu
cozeltilerde  adsorpsiyon  ve  desorpsiyon  kosullarinin  optimizasyonu
gerceklestirildikten sonra sentezlenen nanoyapilar S. cerevisiae’den alkol
dehidrogenaz enziminin saflastirilmasinda kullanilmigtir.  Alkol dehidrogenaz
enzimi tek bir kromatografik adimda % 71,26 aktivite verimi ile 45,63 kat
saflastirilmigtir. Elde edilen enzimin safligi giimiisle boyanmis SDS-PAGE ile

gosterilmistir.

Anahtar sozciikler: Alkol dehidrogenaz, enzim saflastirma, boya-ligand,
manyetik nanoyapilar.






ABSTRACT

PURIFICATION OF ALCOHOL DEHYDROGENASE FROM
Saccharomyces cerevisiae USING MAGNETIC DYE-LIGAND AFFINITY
NANOSTRUCTURES

Nazife KAYA

M.Sc. Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Asist. Prof. Dr. Deniz AKTAS UYGUN
2012, 71 pages

Reactive dyes are used as affinity ligands for protein purification since they may
interact with the active sites by mimicking the structure of the substrates and
coenzymes of enzymes. In this thesis, dye ligand affinity chromatography was
used for purification of alcohol dehydrogenase from Saccharomyces cerevisiae (S.
cerevisiag) which uses NAD™ as coenzyme. For this purpose poly(2-hydroxyethyl
methacrylate) [poly(HEMA)] nanostructures were synthesized and Reactive Green
19 was covalently attached to nanostructures as dye ligand by nucleophilic
substitution reaction. Characterization of these nanostructures was performed
using FTIR, ESR, SEM, AFM and EDX analysis. Particles synthesized were
found to be spherical in shape with approximately 70 nm diameter and magnetic.
Adsorption of alcohol dehydrogenase on the dye attached nanostructures was
performed in batch system and the effects of pH, alcohol dehydrogenase
concentration, temperature and ionic strength on adsorption were investigated.
Maximum alcohol dehydrogenase adsorption on dye attached nanostructures was
measured to be 176,09 mg/g polymer at 0,5 mg/mL of alcohol dehydrogenase
concentration and phosphate buffer at pH 7,0. Desorption of adsorbed alcohol
dehydrogenase on the nanostructures was carried out by 1,0 M NaCl solution and
desorption rate was calculated to be 98,4 %. Synthesized nanostructures were used
for purification of alcohol dehydrogenase from S. cerevisiae following
optimization of adsorption and desorption conditions of alcohol dehydrogenase
from aqueous solutions. At the end of purification process, alcohol dehydrogenase
was purified with 71,26 % recovery and 45,63 fold purification with a single step.
Purity of enzyme was demonstrated with silver stained SDS-PAGE.

Key Words: Alcohol dehydrogenase, enzyme purification, dye-ligand, magnetic
nanostructures.
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ONSOZ

Bu c¢alismada manyetik boya-ligand afinite nanoyapilar1  kullanilarak
Saccharomyces cerevisiae’den alkol dehidrogenaz enzimi saflagtiriimistir. Bunun
icin sentezlenen destek materyaline boya ligandi baglanarak endiistriyel 6nemi
olan alkol dehidrogenaz enziminin immobilizasyonu ve saflastiriimasi
geceklestirilmigtir.

Yiksek lisans 6grenimim ve tez ¢alismam boyunca bilgi ve tecriibeleri ile bana
yol gosteren, maddi ve manevi destekleri ve ilgilerini esirgemeyen sevgili
danisman hocam Saym Yrd. Dog¢. Dr. Deniz AKTAS UYGUN’a sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Arastirmalarim siiresince gerek bilimsel gerekse manevi katkilarindan dolay:
degerli hocam Sayin Prof. Dr. A. Alev KARAGOZLER ’e; laboratuar ¢alismalarim
ve tezimin yazilmasi sirasinda sabir ve anlayis gostererek benden yardimlarini
esirgemeyen Kimya Boliimii Ars. Gor. Murat UYGUN’a, FTIR 6l¢iimlerindeki
yardimlarindan dolayr Kimya Boliimii Ars. Gér. Hakan Can SOYLEYICI’ye ve
sevgili arkadasim Kimya Bolimi Ars. Gor. Rukiye YAVASER’e tesekkiirii bir
borg bilirim.

Tez c¢alismamda sentezledigim polimerin ESR Olglimlerini  gergeklestiren
Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi
Yrd. Dog. Dr. Lokman UZUN’a tesekkiir ederim.

Laboratuarlarindan yararlanma sansini bana sunduklari i¢in Biyoloji Boliimii

Ogretim Uyesi Dog. Dr. Kubilay METIN e tesekkiirlerimi sunarim.

Yardimlarindan dolay1 arkadaslarim Fatma CETINYUREK ve Yusuf GOKCEN’e
tesekkiir ederim.

Caligmalarim, egitimim ve daha da Onemlisi hayatim boyunca beni anlayis ve
hosgorii ile karsilayan, maddi ve manevi yardimlari ile destek olan aileme

minnettar oldugumu belirtmek isterim.

Nazife KAYA






Xiii

ICINDEKILER

KABUL VE ONAY SAYFASI ....ooiiiiiiii s i
BILIMSEL ETIK BILDIRIM SAYFASI ....c.oviiiiiniiiininsineieresiseiesesissesienins v
OZET . ... oottt vii
ABSTRACT ... s iX
ONSOZ. .. .ot et Xi
SIMGELER DIZINIL....coooiiiiiiiiiiinicisessesse s Xvii
SEKILLER DIZINT.....cooviiiiiiieisiceeeceee ettt XiX
CIZELGELER DIZINI ....ocoviiiiieececee e xviii
L.GIRIS. ... oottt 1
1.1. Alkol Dehidrogenaz Enziminin Onemi...........cccccoveueveeererceeissseesessssesee e, 1
1.1.1. Alkol Dehidrogenaz Enziminin Yapisi ve Substrat Ozgilliigii...................... 1
1.2. Afinite KromatografiSi .........cccerverieiieieisisie e 5
1.3. Boya-Ligand Afinite KromatografiSi..........cccccooviiiiiiiiiiiiiiecce e, 6
1.3.1. Afinite Ligand Olarak BOyalar...........ccocooiiiiiiineiiiisee e 6
1.3.2. Boya-Ligand Afinite Kromatografisinin Tarihgesi. ........cc.cvovvvveieiicnninnnn 6
1.3.3. Boya-Ligandlarin Kimyasal Yapisl.......cccocceviiriiniicniinieiieeeenee e 7
1.3.4. Boya-Ligandlar ve Proteinler Arasindaki Etkilesimler...........c.ccocovvninnne. 9
1.3.5. Boya-Ligand Afinite Kromatografisinde Kullanilan Destekler ..................... 9
1.3.6. Boya-Ligand Afinite Kromatografisinde Ligand Immobilizasyonu............. 10
1.3.7. Boya-Ligand Afinite Kromatografisinde AdSorpsiyon .........c..cccoceeevveenne. 12
1.3.8. Boya-Ligand Afinite Kromatografisinde Desorpsiyon ..........c.cccceeevverveinne. 13
1.4. Enzim ImmObiliZaSYOnU ..........cccviveveiireiiieesissseiesssseessse s sssess 13
1.4.1. Enzim Immobilizasyonu YOntemleri.........ccocovvvevevivcerereesreseseseessssenencenns 15
1.4.1.1. Geri doniisiimsiiz enzim immobilizasyonu yontemleri.............ccevverveenenn. 15

1.4.1.2. Geri doniisiimlii enzim immobilizasyonu yontemleri ............cccccceeennnne. 16



Xiv

1.5. Manyetik Polimerler ve Nanoyapilar ...........ccccccooveviniinieninieic e 17
2. KAYNAK OZETLERI......ccoviiitiiiiniiiiiiiincisssseessie s 19
3. MATERYAL VE YONTEM ....cooiiiiiieeeseeie ettt 27
3L MALEIYAL.....oec e 27
I 0111153 1 W PP P SR P TR OPPPPP 28
3.2.1. Mag-Nano-p(HEMA) Polimerinin Sentezlenmesi ...........ccoovevvenenenennn. 28

3.2.2. Mag-Nano-p(HEMA) Polimerine Reaktif Green 19 Boyasinin
Baglanmast .........ooiiiiiiii e 28

3.3. Reaktif Green 19 Bagli Mag-Nano-p(HEMA) Polimerinin

KaraKteriZaASYONU ........cviuiiiiiieiiiieieieie sttt 29
3.3.1. FTIR (Fourier Transform Infrared Spektrofotometre) Olgiimleri ............... 29
3.3.2. ESR (Elektron Spin Rezonans) OlgHmIEri ..........co.cuevviveverererriereisierenne, 29
3.3.3. SEM (Taramal1 Elektron Mikroskobu) Olglimleri .............cccccevrrererernenee. 29
3.3.4. EDX (Enerji Dagilimli X-151n1) Analizi... ...cccocovieiiiniiiiiiienee e 30
3.3.5. AFM (Atomik Kuvvet Mikroskobu) Olgiimleri ...........ccccovvvererererercernnns. 30

3.4. Reaktif Green 19 Bagli Mag-Nano-p(HEMA) Polimerine Alkol

Dehidrogenaz Enziminin Adsorpsiyonu ve Desorpsiyonu Kosullarinin

INCEIENMIEST ¢ttt 30
3.4.1. Alkol Dehidrogenaz Adsorpsiyonuna pH’1n Etkisinin Incelenmesi............ 30
3.4.2. Alkol Dehidrogenaz Adsorpsiyonuna Alkol Dehidrogenaz Baslangic

Derisiminin Etkisinin Incelenmesi ..........cccooevevevevecreeeeeeeeeeeeee e 31
3.4.3. Alkol Dehidrogenaz Adsorpsiyonuna Sicakhigin Etkisinin Incelenmesi..... 31

3.4.4. Alkol Dehidrogenaz Adsorpsiyonuna Iyonik Siddetin Etkisinin
INCEIENMESI ..ot 31

3.4.5. Reaktif Green 19 Bagli Mag-Nano-p(HEMA) Polimerinden Alkol
Dehidrogenazin Desorpsiyonu ve Polimerin Tekrar Kullanilabilirliginin
INCEIENMIEST ... 32

3.5. Alkol Dehidrogenaz AKLIVIteSi TayiNi........ccccvviveveiiiicie s 32



XV

3.5.1. Serbest ve immobilize Alkol Dehidrogenaz Aktivitesine pH’in Etkisinin
INCEIENMEST ....vovveveiiicici e 33

3.5.2. Serbest ve immobilize Alkol Dehidrogenaz Aktivitesine Sicakligim
EtKisinin INCElENMESI .......cvvveeeceiieieieiiececeeie et 34

3.5.3. Serbest ve immobilize Alkol Dehidrogenaz Aktivitesine Substrat
Derisiminin Etkisinin Incelenmesi............cccccevevevcevereieiieeicce e, 34

3.5.4. Serbest ve immobilize Alkol Dehidrogenaz Enzimlerinin Isil
Kararlil1iZinin INCelenmesi...........ocevvveruerieecverieeieseeeeeeeese e, 35

3.5.5. Serbest ve immobilize Alkol Dehidrogenaz Enzimlerinin Depo

KararliliZinin INCelenmeSi...........ocevvveiviiircveriiseiesiresscsssee s, 35

3.5.6. Immobilize Alkol Dehidrogenaz Enziminin islemsel Kararliligmin

INCEIENMES 1..vovvvveiiiicee et 35
3.6. Mayadan Alkol Dehidrogenaz Enziminin Saflagtirilmast..........cccoceveveenennen. 35
3.6.1. Protein TaYiNi...cccciciiiiiiiie ettt 36
3.6.2. SDS-PAGE Elektroforezinin Uygulanmast ............coceerveieeeenenieenenennene, 36
3.6.2.1. GUMIS DOYAMA. .....ecviitiiiieiiiitieie e 37
4. BULGULAR VE TARTISMA ..ot 39
4.1. Reaktif Green 19 Bagli Mag-Nano-p(HEMA) Polimerinin
KaraKteriZASYONU .......couiiiiiiiriiieieee ettt 39
4.1.1. FTIR (Fourier Transform Infrared Spektrofotometre) Olgiimleri................ 39
4.1.2. ESR (Elektron Spin Rezonans) OIHMIEri..........ccceviverricueiiereresiceeiessnenan 40
4.1.3. SEM (Taramal1 Elektron Mikroskobu) Olgimleri ............ccoevevevrverrrnennnnn. 42
4.1.4. EDX (Enerji Dagilimli X-1$1n1) ANaliZi.....cooooveiiiiiiiiiiiiiieeeeeneesee e 43
4.1.5. AFM (Atomik Kuvvet Mikroskobu) OlgmIEri...........cccovevevrieevereceriercnnnn, 43

4.2. Reaktif Green 19 Bagli Mag-Nano-p(HEMA) Polimerine Alkol
Dehidrogenaz Adsorpsiyonu ve Desorpsiyonu Kosullarinin Incelenmesi ...45

4.2.1. Alkol Dehidrogenaz Adsorpsiyonuna pH’1m Etkisinin Incelenmesi............ 45

4.2.2. Alkol Dehidrogenaz Adsorpsiyonuna Alkol Dehidrogenaz Baslangig

Derisiminin Etkisinin Incelenmesi ............cccccevevevccveeereieeciceee e, 46



XVi

4.2.3. Alkol Dehidrogenaz Adsorpsiyonuna Sicakligin Etkisinin
INCEIENMIES. v.vvvvvviiie ettt ettt en s 47

4.2.4. Alkol Dehidrogenaz Adsorpsiyonuna Iyonik Siddetin Etkisinin

INCEIENMESI .....voviveivcececece ettt 48
4.2.5. AdSOrpsiyon 1ZOtermIeri.........ccoevevveruricreiieieeiieee e 49

4.2.6. Reaktif Green 19 Bagli Mag-Nano-p(HEMA) Polimerinden Alkol
Dehidrogenaz Enziminin Desorpsiyonu ve Polimerin Tekrar

Kullanilabilirliginin InCelenmesi...........ccccvevveeveieceericeieseeeeseeee e 52
4.3. Alkol Dehidrogenaz Aktivitesi OlGHMIL ...........ccoveveverireeecreeieeieeeecee e 52

4.3.1. Serbest ve Immobilize Alkol Dehidrogenaz Aktivitesine pH Etkisinin
TS (5101 1YLy PO 52

4.3.2. Serbest ve Immobilize Alkol Dehidrogenaz Aktivitesine Sicakligin
Etkisinin INCEIENMESI «....cvcvovveiecveieieieeeececee et 53

4.3.3. Serbest ve immobilize Alkol Dehidrogenaz Aktivitesine Substrat

Derisiminin Etkisinin Incelenmesi ..........cccoocevevevevceveeeieeeeececeeeeeeeeeaes 54

4.3.4. Serbest ve Immobilize Alkol Dehidrogenaz Enzimlerinin Isil

KararliliZinim INCelenmesi .........ccevevcuevevereerieeeeeceeeeetesese e 56

4.3.5. Serbest ve Iimmobilize Alkol Dehidrogenaz Enzimlerinin Depo

Kararlil1iZinin INCelenmesi .........cc.cvevivevircveiieieiscreseesesese e 58

4.3.6. immobilize Alkol Dehidrogenaz Enziminin Islemsel Kararlihiginin

INCEIBNMESI ... 58
4.4. Mayadan Alkol Dehidrogenaz Enziminin Saflagtirilmasi ...........cccoeevvevinnnne 59
5. SONUC .ttt r e e 62
KAYNAKLAR ...ttt sttt 65

OZGECMIS ..ottt ettt sttt n s eeae s 71



SIMGELER DIiZINi

AFM

Arg

Asp

BSA

CD

DTT

Cys

E. coli
EGDMA
ESR
Hematit
HEMA
HEPES
HMG-KoA
FTIR

Glu

Gly

His

HPLC
[o]€

IMP

KPS

Leu
Mag-nano-p(HEMA)
Maghemit
Magnetit
MES

Met
MOPS
NADH
NADHP
Nano-p(HEMA)
NDMA
NMR

XVii

Atomik kuvvet mikroskobu

Arjinin

Aspartik asit

S1g1r serum albumin

Circular dichroism

Dithiothreitol

Sistein

Esherichia coli

Etilenglikol dimetakrilat

Elektron spin rezonans spektrometrisi
a-Fe;0,

2-hidroksietil metakrilat

2-[4-(2-hidroksietil) piperazin-1-il] etan siilfonik asit
3-hidroksi-3-metil-glutaril-KoA

Fourier transform infrared spektrofotometresi
Glutamik asit

Glisin

Histidin

Yiiksek performansli s1vi kromatografisi
Immunoglobulin G

Inozin monofosfat

Potasyum persiilfat

Losin

Manyetik-nano-poli(2-hidroksietil metakrilat)
y-Fe30,4

Fe;0,

2-(N-morfolino) etan siilfonik asit

Metionin

3-(N-morfolino) propan siilfonik asit
Nikotinamid adenin diniikleotit (rediikte)
Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (rediikte)
Nano-poli(2-hidroksietil metakrilat)
p-nitorozo-N-N-dimetilanilin

Niikleer manyetik rezonans



Xvilii

Phe
P(HEMA)
PVA

S. cerevisiae
SDS
SDS-PAGE
SEM

Ser
TEMED
Thr

Tris

Trp

U

Vustit

Fenilalanin

Poli(2-hidroksietil metakrilat)
Poli(vinil alkol)

Saccharomyces cerevisiae

Sodyum dodesil siilfat

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi
Taramali elektron mikroskobu

Serin
N,N,N',N'-Tetraetilmetilendiamin
Threonin
2-amino-2-hidroksietil-propan-1,3-diol
Triptofan

Unite

Fe,O



XiX

SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.1.

Sekil 1.2.

Sekil 1.3.
Sekil 1.4.
Sekil 1.5.
Sekil 1.6.

Sekil 1.7.

Sekil 3.1.

Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

Maya alkol dehidrogenaz enziminin aktif bolgesinin molekiiler
GrafiKIENMEST ..o 3

S. cerevisiae alkol dehidrogenaz katalizli NAD*’nin NADH’a
INAIFGENIMEST ...t 4

Afinite kromatografisinin prensibinin sematik gosterimi .............c.coc.c.... 5
Bazi reaktif boya molekiillerinin yapist.........ccooevveeieenienieennnienne e 8
Ligandlarin destege baglanma sekilleri..........ccocoevieiiiniiniiiienicne 11

Geri doniisiimsiiz enzim immobilizasyon yontemlerinin sematik

Fele TS 511 1) TSR USTUPROPR 15

Geri doniisiimlii enzim immobilizasyon yontemlerinin sematik

GOSTETIIMI L.ttt sttt et sb e st et e sttt e st nbeeneeas 16
S. cerevisiae alkol dehidrogenaz katalizli fenilglioksilik asitin
(R)-mandelik asite iNdirgenmMeSi.........ccccveeeeieiiecieie e 33
Mag-nano-p(HEMA) polimerinin kimyasal formiilii...........ccccccvevvennnnne 39
Reaktif Green 19 boyasiin kimyasal formiilii ............coceriiiiiiniennn 39
A) Mag-nano-p(HEMA) B) Reaktif Green 19 bagh

mag-nano-p(HEMA) polimerlerinin FTIR spektrumu ..............ccccvene. 40
Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin ESR
SPEKEIUMU ..t 41
Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin SEM

FOLOZIALT ..o 42
Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin EDX
SPEKLIUMU ...ttt nas 43
Reaktif Green 19 bagl mag-nano-p(HEMA) polimerinin AFM

TOLOZIALT .o 44
Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin {i¢ boyutlu

AFM fOt0Z1afl..veiiiiiiciii i 44



XX

Sekil 4.9. Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin alkol
dehidrogenaz adsorpsiyonuna pH’1n etkisi ..........ccocviiieniiiiiciininenn 46

Sekil 4.10. Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin alkol
dehidrogenaz adsorpsiyonuna alkol dehidrogenaz derisiminin etkisi.. 47

Sekil 4.11. Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin alkol
dehidrogenaz adsorpsiyonuna sicakligin etkisi........cccoceevveriieiiennnnnn 48

Sekil 4.12. Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin alkol
dehidrogenaz adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi.............cccoceerunnne 49

Sekil 4.13. Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin alkol
dehidrogenaz adsorpsiyonunun Langmuir adsorpsiyon izotermi......... 50

Sekil 4.14. Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin alkol
dehidrogenaz adsorpsiyonunun Freundlich adsorpsiyon izotermi ....... 51

Sekil 4.15. Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin alkol
dehidrogenaz adsorpsiyonu i¢in tekrar kullanilabilirligi...................... 52

Sekil 4.16. Serbest ve Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerine
immobilize edilmis alkol dehidrogenaz aktivitesine pH’1n etkisi........ 53

Sekil 4.17. Serbest ve Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerine
immobilize edilmis alkol dehidrogenaz aktivitesine sicakligin etkisi.. 54

Sekil 4.18. Serbest alkol dehidrogenaz enzimi i¢in Lineweaver-Burk grafigi ...... 55

Sekil 4.19. Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerine immobilize
edilmis alkol dehidrogenaz enzimi i¢in Lineweaver-Burk grafigi....... 56

Sekil 4.20. Serbest ve Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerine
immobilize edilmis alkol dehidrogenaz aktivitesinin 35 °C’de zamana
baglt olarak deZiSIMi .......cuevviiirieiiiieie e 57

Sekil 4.21. Serbest ve Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerine
immobilize edilmis alkol dehidrogenaz aktivitesinin 45 °C’de zamana
baglt olarak deZiSIMi.......cevveiirieriiiieie s 57

Sekil 4.22. Serbest ve Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerine
immobilize alkol dehidrogenaz enzimlerinin depo kararliligi ............. 58

Sekil 4.23. Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerine immobilize
edilmis alkol dehidrogenaz enziminin islemsel kararliligi................. 59



XXI

Sekil 4.24. Mayadan alkol dehidrogenaz enziminin saflastirilmasina iligkin
giimiisle boyanmig SDS-PAGE analizi..........cccoovvviinniiiniicicn, 61






xxiii
CiZELGELER DIiZINi

Cizelge 4.1. Serbest ve Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerine
immobilize alkol dehidrogenaz i¢in kinetik sabitler...............c........ 56

Cizelge 4.2. Maya alkol dehidrogenaz enziminin Reaktif Green 19 baglh
mag-nano-p(HEMA) ile saflastirtlmasi.........cccceveviiiveininisiiinecninennns 61






1.GIRIS
1.1. Alkol Dehidrogenaz Enziminin Onemi

Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), insanlar tarafindan kullanilan, ticari
olarak en 6nemli mikroorganizmadir. Eski ¢aglardan beri bira, sarap ve ekmek
yapiminda kullanilmaktadir. S. cerevisiae ve onunla yakindan ilgili tiirler disindaki
diger mikroorganizmalar, insanligin gelisimi ve refahi i¢in bu kadar onemli
olmamustir. S. cerevisiae’nin insanhigin gelisimindeki katkisi, karbohidrath
rezervlerin etanolik fermentasyonunu gergeklestirmesidir. S. cerevisiae’nin enerji
metabolizmasinin iki dnemli yolu glikolizis ve aerobik solunumdur. Etanol, enerji
metabolizmasindaki énemli bir molekiildiir. Etanol, aerobik solunumda bir karbon
substrati olarak kullanilirken glikolizis ve alkolik fermentasyonda bir son tirlindiir
ve alkol dehidrogenaz enzimleri ile asetaldehit ve etanoliin karsilikli doniistimii
katalizlenir.

Alkol dehidrogenaz enzimleri, molekiil yapilari, kataliz ¢esitlilikleri ve ozellikle
S. cerevisiae’deki fizyolojik 6nemleri nedeniyle sik¢a arastirilmaktadir. Bu son
yiizyllda maya alkol dehidrogenazlarinin biyokimyasal analizleri ile ilgili
calismalar maya hiicrelerinin kolay bulunusu nedeniyle oldukca artmistir.
Fizyolojik olarak S. cerevisiae ve ilgili tiirlerdeki alkol dehidrogenaz reaksiyonu,
seker metabolizmasinda iki yonli ve oldukga kritik bir role sahiptir.
Karbohidratlarin neredeyse tamami, oksijen olmaksizin fermentasyona ugrayabilir
ve spesifik bir alkol dehidrogenaz izoenzimi glikolitik NAD"nin yeniden
tiretimini gergeklestirir ve boylece asetaldehitin etanole indirgenmesiyle redoks
dengesi kurulur. Aerobik kosullar altinda toplanan etanoliin kullanimi, alkol
dehidrogenaz izoenzimleriyle fermente edilebilir seker tiiketildikten sonra
gergeklesir. Boylece S. cerevisiae’deki alkol dehidrogenaz reaksiyonu optimum
seker karbonunun kullanimina izin veren fermentetif ve respirasyon karbon
metabolizmasini saglar (De Smidt vd., 2008).

1.1.1. Alkol Dehidrogenaz Enziminin Yapisi ve Substrat Ozgiilliigii

Alkol dehidrogenaz, mikroorganizmalarda ve hayvanlarin karacigerinde bol
miktarda bulunan bir enzimdir. Alkol metabolizmasini igeren gesitli fizyolojik
olaylarda onemli bir role sahiptir. Alkol dehidrogenaz enzimleri alkollerin
yiikseltgenmesini, aldehit ve ketonlar gibi bilesiklerin indirgenmesini katalizler.



S. cerevisiae, alkol dehidrogenaz enzimi i¢in iyi bir kaynaktir. S. cerevisiae alkol
dehidrogenaz enzimi (EC 1.1.1.1) ADI1, AD2 ve AD3 olarak adlandirilan 3
izoenzime sahiptir.

AD1 fermentasyon sirasinda baskin olan temel form, AD2 glukoz tarafindan
represse edilen sitoplazmik form, AD3 mitokondride bulunan formdur. AD1,
ekmek mayasimnin gelisiminde alkol dehidrogenaz aktivitesinin Onemli bir

kismindan sorumludur.

Maya alkol dehidrogenaz 1 (AD1) izoenzimi, her biri 347 amino asit igeren ve
36 kDa molekiil kiitleli 4 6zdes alt birimden olusan tetramerik bir enzimdir. Her
alt birim, kataliz igin gerekli olan bir koenzim baglanma bdlgesine ve sikica bagl
bir ¢inko atomuna sahiptir. Katalitik bolge (Cys-46, His-67 ve Cys-174), bu ¢inko
atomuna ligandlar saglar. Ikinci bir ¢inko atomu, 97, 100, 103 ve 111 numarali
sistein birimlerinin kiikiirt atomlariyla tetrahedral diizende koordinasyona
katilmigtir. Bu ¢inko atomu sadece yapisal role sahiptir.

Maya alkol dehidrogenazinin alt {initeleri katalitik ve koenzim baglama bdlgesi
olmak iizere iki kisima sahiptir. Bu iki bolge farkl biiyiikliikte olup katalitik kisim
tiim amino asitlerin 3/5’ini, koenzim baglama kismi 2/5’ini icerir. Bu kisimlar
substrat ve koenzimin nikotinamid ucunu tutan derin bir cebi igeren bir yarikla
ayrilir. Bir bolgeye koenzim baglanir ve diger bolge substrat 6zgiilliigiinii kontrol
eden gruplarin ¢gogunu igerdigi gibi katalitik ¢inkoya ligandlar saglar. Maya alkol
dehidrogenazinin aktif bolgesi Plapp vd. (1990) tarafindan molekiiler grafikleme
ile sematik olarak ¢izilmistir ve bu Sekil 1.1’de gosterilmistir. Katalizin
gerceklesmesi i¢cin enzimin aktif bolgesine bir substrat ve koenzim molekiiliinii
tireten bir madde baglanmasi ve bunlarin arasinda bir hidrir transfer
reaksiyonunun gergeklesmesi gerekir. Adenozin baglama bdlgesine ¢ozeltiden
kolayca ulagilabilirken nikotin baglama bolgesi proteinin icine gomiilii olarak
merkezde bulunur. Enzimin primer yapisindaki ¢esitli amino asitler, substratin ve

koenzimin baglanmasindan ve katalizinden sorumludur.
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Sekil 1.1. Maya alkol dehidrogenaz enziminin aktif bolgesinin molekiiler
grafiklenmesi (Plapp vd., 1990)

Maya alkol dehidrogenaz enzimi Sekil 1.2°deki geri dontisimli redoks
reaksiyonunu Katalizler. Alkol dehidrogenaz ile katalizlenen bu temel reaksiyon
prensipte cok basittir. Bir alkol grubu, hidroksil grubundan bir protonun
uzaklastirilmasiyla oksitlenir ve hidroksil grubuna komsu karbon atomundan bir
hidriir iyonu NAD"e transfer edilir (Leskovac vd., 2002).
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Sekil 1.2. S. cerevisiae alkol dehidrogenaz katalizli NAD"nin NADH’a
indirgenmesi

Sekil 1.2°de gosterilen reaksiyon dengesi notral pH’da sola dogru kayar. Maya
alkol dehidrogenaz enziminin substrat 6zgilligi, birincil dallanmamus alifatik
alkollerle sinmirlidir ve yan zincirdeki herhangi bir dallanma enzimin aktivitesini
azaltir. flaveten bu metanol aktivitesi, benzer kosullardaki etanol aktivitesinin
yalmzca % 0,07’si kadardir. Bu enzim NAD"’y1 kullanarak metanolii formaldehit
ve NADH’a oksitleyebilir fakat bu enzimatik reaksiyon, bir¢ok yan reaksiyonun
karigmasi nedeniyle oldukca komplekstir.

Maya alkol dehidrogenaz enzimi esasen 3 geri doniisiimsiiz kimyasal reaksiyonu
katalizleyebilir (Leskovac vd., 2002). Bu reaksiyonlar asagidaki gibidir.

CICH,CHO + NADH + H* 22y clcH,CH,0H + NAD*  (Reaksiyon 1)

(CH3),NCeH,NO + 2NADH + 2H* 2% (CH.),NC4H.NH, + 2NAD* + H,0

(Reaksiyon 2)

CHACHO + NAD" + H,0 22y CH.COOH + NADH + H*  (Reaksiyon 3)

Kloroasetaldehit, maya alkol dehidrogenaz enziminin miikemmel bir substrati
olup, 2-kloroetanol NAD" ile oksitlenmez ve bu reaksiyon 1’i geri doniisiimsiiz
yapar. p-nitrozo-N-N-dimetilanilin (NDMA), maya alkol dehidrogenaz enziminin
varliginda NADH ile kolayca p-hidroksilamin-N-N-dimetilaniline indirgenir. Bu
molekiiliin bir mol su kaybetmesiyle kinondiimin olusur. Kinondiimin enzimatik
olmayan yollarla NADH ile p-amino-N-N-dimetilaniline indirgenir (Reaksiyon 2).
Maya alkol dehidrogenaz enzimi zayif bir aldehit dehidrogenaz aktivitesine
sahiptir ve NAD" ile asetaldehitin asetik asite geri doniisiimsiiz oksidasyonunu
katalizleyebilir (Reaksiyon 3).



1.2. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi makromolekiillerin ayrilmasi, saflastirilmasi ve tayini igin
kullanilan bir yontemdir ve yiiksek oranda spesifik olarak belirli molekiilleri
tanimaya dayanir. Sekil 1.3’de gosterildigi gibi bu yontemde, spesifik tanima
kapasitesine sahip bir molekiil (ligand ya da baglayici) genellikle kiire veya
membran seklindeki suda ¢oziinmeyen polimerik bir destege (matriks veya
tastyicl) immobilize edilir. Ayrilmasi istenen molekiil (analit veya hedef)
komplementer ligandin immobilize edildigi destegi iceren uygun kosullardaki
kolondan gecirilerek segici olarak adsorplanir. Hedef molekiiller, spesifik
¢oziiciiler ya da yarismali serbest ligandlar kullanilarak, pH, iyonik siddet ya da
sicakligin ayarlanmasi ile uygun desorpsiyon kosullarin1 saglayan yikama
cozeltileri ile desorbe edilir. Boylece ligand ve hedef arasindaki etkilesimler
bozulur ve hedef molekiiller saflastirilmis formda elde edilir. Cuatrecasas vd.
(1968) tarafindan afinite kromatografisi ilk kez tanimlanmis ve giiniimiize kadar
binlerce farkli molekiil (enzimler, antikorlar, hormonlar, vitaminler, reseptdorler,
pek ¢ok ¢esitli diger proteinler ve glikoproteinler, RNA, DNA, vb.), bakteriler,
viriisler ve hiicreler de afinite kromatografisi ile saflastirilmustir.
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1.3. Boya-Ligand Afinite Kromatografisi

1.3.1. Afinite Ligand Olarak Boyalar

Enzimler, koenzimler, kofaktorler, antikorlar, amino asitler, oligopeptidler,
proteinler, niikleik asitler ve oligoniikleotidler gibi ¢esitli fonksiyonel molekiiller,
yeni desteklerin tasariminda ligand olarak kullanilabilirler. Bu ligandlar ¢ogu
durumda oldukga spesifiktirler. Ancak, iretimlerinin yiiksek maliyetli olmasi
vel/veya kapsamli saflagtirma adimlari nedeniyle bu fonksiyonel molekiiller
olduk¢a pahalidirlar. Spesifik desteklerin hazirlanma islemlerinde, bir ligandin
biyolojik aktivitesini koruyarak destege immobilize edilmesi oldukga zordur.
Ayrica bunlarin kullanimlarinda ve saklanmalarinda bazi onlemlerin dikkatlice

uygulanmasi zorunludur.

Boya-ligandlar1 spesifik afinite kromatografisi i¢in dogal esleniklerinin 6nemli
alternatiflerindendir ve yukarida belirtilen pek ¢ok dezavantajlart gdstermezler.
Boya-ligandlar1 bazi durumlarda son derece spesifik bir sekilde bir ¢ok proteine ve
ozellikle enzimlere baglanma yetenegine sahiptir. Boya-ligandlar: ticari olarak
temin edilebilirdir ve ucuzdur. Ayrica bu ligandlar, 6zellikle hidroksil gruplari
tasiyan desteklere kolayca immobilize edilebilir. Boyalar sentetik olmalarina
ragmen, proteinlerin substratlarinin, kofaktorlerinin ya da baglanan ajanlarinin
yapilarini taklit ederek pek g¢ok proteinin aktif bolgesi ile etkilesebildiginden
afinite ligandlar1 olarak siniflandirilirlar (Denizli ve Pigkin, 2001).

1.3.2. Boya-Ligand Afinite Kromatografisinin Tarihgesi

Boya-ligand afinite kromatografisi Blue Dextran ve bazi kinazlar arasinda
beklenmeyen etkilesimlerin gézlenmesi ile baglamistir. Yapilan ilk ¢aligmalarda,
cesitli proteinler (6rnegin, eritrosit piruvat kinazi, fosfofruktokinaz, glutatyon
rediiktaz ve ¢esitli pthtilasma faktorleri) Blue Dextran kullanilarak boyut eleme
kromatografisi ile saflastirilmistir. Bu ¢aligmalar, bir reaktif boya olan Cibacron
Blue F3GA’nin proteinlerin baglanmasindan sorumlu oldugunu ortaya ¢ikarmistir.
Roschlau ve Hess (1972) ilk kez dogrudan Sephadex G-200 iizerine kovalent
olarak Cibacron Blue’yu immobilize etmisler ve bu afinite destegi ile mayadan
piriivat kinaz enzimini saflastirmiglardir. Daha sonra, bu mavi ligandi tasiyan
farkli desteklerle gesitli proteinler saflagtirilmustir.



1.3.3. Boya-Ligandlarin Kimyasal Yapisi

Reaktif boyalar olarak bilinen tekstil boyalarinin ¢ogu segici ve geri dontistimli bir
sekilde proteinlere baglanabildiginden boya-ligand afinite  sistemlerinde
proteinlerin  saflagtirillmast  i¢in  sik¢a kullanilmaktadirlar. Boya afinite
sistemlerinde kullanilan reaktif boyalarin ¢ogu reaktif bir gruba (¢ogunlukla mono
veya diklorotriazin halkasi) bagli bir kromofordan (azo boyalari, antrokinon veya
fitalosiyanin) olusur. Bu boyalarin sahip oldugu siilfonik asit gruplart sulu ortamda
molekiiliin ¢oziiniirliglinii saglar. Bu gruplar tim pH degerlerinde negatif
yiikliidiirler. Baz1 boyalar karboksil, amino, kloriir ya da metal komplekslestirici
gruplart igerirler.

Giintimiizde triazinil esasli reaktif boyalar protein saflastirmada ¢ok yaygin olarak
kullanilir. Siyaniirik klortir (1,3,5-trikloro-sym-triazin) bu boyalarin sentezinde
kullanilan temel bir maddedir (Sekil 1.4a). Elektronegatif atomlarin varligi tig
karbon atomunu oldukg¢a pozitif yapar ve bu nedenle niikleofilik saldirilara ¢ok
elveriglidirler. Kromofor molekiilleri, diklorotriazinil boyalarini olusturmak igin
bu molekiile kolayca baglanir. Procion MX serisi (Imperial Chemical Industries)
bu tip boyalarin tipik bir 6rnegidir (Sekil 1.4b). Diger niikleofilik substituentlerle
(6rnegin anilin veya siilfanilatlar gibi) bu molekiillerin daha ileri reaksiyonlariyla
monoklorotriazinil boyalar1 sentezlenir. Sekil 1.4c Cibacron (Ciba-Geigy) ve
Procion H (ICI) monoklorotriazinil boyalarmin temel yapisini gostermektedir.
Cibacron ve Procion H serisi arasindaki tek fark anilin halkasindaki siilfonat
grubunun Cibacron serisinde orto-pozisyonunda, Procion H serisinde ise meta-
veya para-pozisyonunda olmasidir.

Bifonksiyonel triazinil boyalar1 olusturmak igin iki monoklorotriazinil molekiili
bir bifonksiyonel molekiile (6rnegin, diaminobenzen) baglanabilir. Sekil 1.4d’de
gosterilen Procion H-E (ICI) yapist buna bir drnektir. Triazinil boyalarin diger
ornekleri Sekil 1.4e-g’de gosterildigi gibi sirasiyla monoflorotriazinil (Cibacron,
Ciba-Geigy), trikloroprimidinil (Drimarene, Sandoz) ve diflorokloropirimidinildir
(Lavafix, Bayer ve Drimarene, Sandoz). Triazinil halkasindaki klor atomlar1 diger
gruplarla yer degistirdigi zaman boya reaktivitesi 6nemli 6l¢iide azalir. Daha fazla
kloriir (veya floriir) atomlarina sahip olan boya molekiilleri, ligand
immobilizasyon basamaginda destekteki niikleofilik gruplarla kolayca reaksiyona
girebilir. Ilging bir boya sinifi, triazinil esasli olmayan ve vinil siilfon aktif gruplar:
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ile destege baglanan Remazol serisi (Hoechst) boyalaridir. Bu boyalar protein
saflastirmada boya ligandlar1 olarak kullanim bulmuslardir (Sekil 1.4h).
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Sekil 1.4. Bazi reaktif boya molekiillerinin yapisi: (a) Siyaniirik kloriir (b) Procion
MX serileri (ICIl) (c) Cibacron (Ciba-Geigy) ve Procion H (ICI)
(d) Procion H-E (ICI) (e¢) Monoflorotriazinil, Cibacron, Ciba-Geigy
(f) Trikloroprimidinil, Drimarene, Sandoz (g) Diflorokloroprimidinil,
Levafix, Bayer ve Drimarene, Sandoz (h) Silfatetil siilfon, Remazol,
Hoechst.

Hedef proteinler igin tekstil boyalarinin spesifikligini artirmada boya yapisini
ismarlamak veya yeniden tasarlamak 6nemli bir stratejidir. Bu yeni tip ligandlara
biyomimetik boyalar denir. Bu boyalar yiiksek spesifiklik iceren esas boyalarin
tim avantajlarim tasir. Bu kavram 1980'li yillarin baslarinda ilk kez Lowe vd.



tarafindan uygulanmis ve daha sonra diger arastiricilar tarafindan da basarili bir
sekilde kullanilmustir (Denizli ve Piskin, 2001).

1.3.4. Boya-Ligandlari ve Proteinler Arasindaki Etkilesimler

Bir proteindeki baglanma bdélgesi onun {i¢ boyutlu yapisindaki iyonik, polar ve
hidrofobik gruplarin essiz stereokimyasal diizenlemesi ile olusur ve bu polipeptit
zincirleri olasi en yiiksek esnekligi sergilerler. Boya-ligand molekiilleri proteinlere
siki ve spesifik olarak baglanmak i¢in onlarla non-kovalent etkilesimler yaparlar.

Yapilan birgok kinetik ¢alisma, triazinil boyalarmin rediikte nikotinamid adenin
diniikleotit (NADH), rediikte nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH),
nikotinamid adenin diniikleotit (NAD"), nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
(NADP™), guanozin trifosfat (GTP), inozin monofosfat (IMP), adenozin trifosfat
(ATP), 3-hidroksi-3-metil-glutaril-koenzim A (HMG-KoA), folat gibi dogal
biyolojik ligandlar1 enzimlerin baglanma bolgeleri (substrat veya koenzim
baglanma bolgesi) ile etkilestigini ve bu durumda dogal ligandlarin enzime
baglanamadigimi gostermistir. Bu etkilesimlerde yarigmali, yarigmasiz ve karisik
inhibisyonu i¢eren bir¢ok inhibisyon tipi gdzlenmistir.

Yarigsmali ligandlar ve desorbe edici ajanlarin  varliginda boya-protein
etkilesimlerini anlamak igin ultraviyole-gortintir bolge spektroskopisi (UV-Vis),
fourier transform infrared spektrofotometresi (FTIR), niikkleer manyetik rezonans
(NMR), elektron spin rezonans spektrometrisi (ESR) ve circular dichroism (CD)’i
iceren bazi spektrofotometrik teknikler kullanilmistir. Bu ¢alismalar hem boya
hem de enzimin konformasyonlarinin énemli oldugunu ve bu etkilesimlerin
elektrostatik ve hidrofobik etkilesimlerin bir karisimi olarak rastgele bolgelerden

ziyade belli bolgelerde gerceklestigini agiga ¢ikarmistir (Denizli ve Piskin, 2001).
1.3.5. Boya Ligand Afinite Kromatografisinde Kullanilan Destekler

Destegin se¢imi afinite sistemlerindeki en o6nemli adimdir. Destek, afinite
ayirimina katkida bulunan yiiklii ve hidrofobik gruplari tasimanin yaninda, diisiik
spesifik olmayan adsorpsiyon gostermelidir. Afinite ayirmmmnin  etkinligi
adsorpsiyon ortamindaki immobilize ligand ve hedef molekiiller arasindaki
spesifik etkilesimlerin giliciine dayandigindan yukarida bahsedilen 6zellikler

Onemlidir.
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Destek materyali ligandlarin tiirevlendirilmesi ve immobilizasyonu i¢in yiizeyinde
fonksiyonel gruplar (hidroksil, karboksil, amid, vb) tasimalidir. Fazla miktarda
ligandin immobilize olabilmesi i¢in destegin yiliksek oranda gozenekli olmasi
gerekir ve bu, destegin birim kiitlesi veya hacmi basina spesifik olarak baglanan
molekiillerin miktar1 olarak tanimlanan adsorpsiyon kapasitesinin yeterince yiiksek
olmasini saglar. Bununla birlikte, destegin fazla miktarda ligand igermesi her
zaman daha fazla adsorpsiyon kapasitesine sahip olacagi anlamina gelmez.
Gozenekler genis olmalidir ¢linkii ¢ogu durumda ligand ve/veya hedef biiyiik
molekiil kiitlesine sahip proteinlerdir. Bu gdzenekli yapi, ayirma adimlar sirasinda
hedef molekiillerin iceriye ve disartya kolayca difiizlenmesine izin verir ve bu
adsorpsiyon ve desorpsiyonun hizli gergeklesecegi anlamina gelir. Destek sicaklik,
pH, organik ¢ozgenler, deterjanlar ve desorbe edici ¢ozgenlerin etkilerine karsi
fiziksel ve kimyasal olarak kararli olmalidir. Destek materyali tercihen hidrofilik
olmalidir, bu sadece istenmeyen non-spesifik adsorpsiyonu azaltmaz ayni zamanda
sulu ortamda destegin sismesine ve kuru durumdakine gore daha genis gbzenekleri
olan gevsek bir yapinin olusumuna sebep olur (Denizli ve Pigkin, 2001).

1.3.6. Boya-Ligand Afinite Kromatografisinde Ligand immobilizasyonu

Destege ligand molekiillerinin immobilizasyonu igin bir¢ok metod vardir ve bunlar
genellikle birkag ara adimu igerirler. Basarili bir ligand immobilizasyonu i¢in hem
destek hem de liganda bagli olarak uygun baglama metodunun ve kosullarinin
dogru se¢ilmesi gerekir. Tiim ligand immobilizasyonu iglemlerinde ligandin aktif
merkez gibi 6nemli bolgelerin digindaki yerlerden destege immobilize edilmesi
gerekir. Aksi halde hedef molekiiller ve ligand arasindaki spesifik etkilesimler
engellenmis olur. Kimyasallar ve deney kosullari, aktivasyon ve baglanma
adimlarinda liganda zarar vermemeli ve dikkatlice segilmelidir. Biyolojik
molekiillerin aktif bolgeleri genellikle molekiilin {i¢ boyutlu yapist i¢inde yer
aldigindan, bu komplementer ligand ve hedef molekiiller arasinda 6énemli sterik
engellere sebep olabilir. Bazi durumlarda uzatict kol olarak kisa alkil zincirleri,
destek ve ligand arasina konarak hedef molekiile ulasilabilirlik kolaylastirilir. iki
alternatif islem Sekil 1.5°de sematik olarak gosterilmistir. Bu islemlerden birinde
destek bir aktivasyon ajaniyla aktive edilir ve uzatici kol aktif noktalardan destege
kovalent olarak baglanir. Daha sonra ligand uzatict molekiillerin diger ucuyla
reaksiyona girer. Diger bir islemde 6nce uzatici kol-ligand konjugati sentezlenir ve
sonraki adimda destege baglanir. Adsorpsiyon-desorpsiyon islemlerinde destek ve

ligand arasindaki baglanmanin kararli olmasi1 gerekir.
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Sekil 1.5. Ligandlarin destege baglanma sekilleri: (A) Uzatict kol yardimiyla
baglanma (B) Uzatic1 kol-ligand konjugatlar1 yardimiyla baglanma

Reaktif boyalarin ¢cogu, destek tizerindeki reaktif gruplarla (temel olarak hidroksil
grubu), boya molekiillerinin triazinil gruplar1 {izerindeki gruplarin (Cl veya F)
dogrudan reaksiyonuyla destege baglanir. Hidroksil gruplarn tasiyan desteklere
reaktif triazinil boyalarinin dogrudan baglanmasi basit, ucuz ve giivenli bir
metottur. Baglanma alkali kosullar altinda, destegin hidroksil gruplari ile boya
molekiillerinin reaktif klor atomlar1 arasinda niikleofilik yer degistirme ile
gerceklesir. Niikleofiller yiiksek pH’da olusur ve destegin hidroksil gruplarinin
iyonlagsmasini tesvik eder. Yiksek pH (pH 12’nin {st) sulu ortamdaki
klorotriazinlerin hidrolizine sebep olabilir, bu sebeple c¢ok yiiksek pH
degerlerinden kac¢imilmalidir. Destegin hidroksil gruplarma reaktif boyalarin
baglanmasi i¢in destek, pH 10-11"deki (0,1 M NaHCOj; ¢ozeltisi, %1°lik Na,COs
cozeltisi veya 0,1 M NaOH c¢ozeltisi ile ayarlanmis) % 0,2’lik boya igeren sulu



12

cozeltide bekletilmelidir. % 2’lik NaCl c¢ozeltisi gibi bir tuz c¢ozeltisi de
inkiibasyon ortaminda olabilir ve bu destek yiizeyinde boya molekiillerinin
adsorplanmasina sebep olur. Baglanma monoklorotriazinil boyalar1 (Cibacron ve
Procion H serileri) ile oda sicakliginda (20-30 °C) ve pH 10-12 arasinda yaklasik
2-3 giinde gerceklesir. Bununla birlikte diklorotriazinil boyalarinda (Procion
MX-serileri) yiiksek reaktiviteye sahip olmalart nedeniyle baglanma aym
kosullarda 1-2 saat i¢inde gergeklesir. Benzer bir yer degistirmeye, daha yiiksek
sicakliklarda (80-90 °C gibi) monoklorotriazinil boyalari ile de ulasilabilir.
Boyanin baglanmasindan sonra, kovalent olarak baglanmayan boyalarin
uzaklagtirtlmast igin desteklerin 6nce suyla daha sonra ise 1,0-2,0 M’lik NaCl,
0,5 M NaOH c¢ozeltisindeki etanol gibi ¢ozgenlerden biri ile yikanmasi gerekir.
Boya immobilize edilmis desteklerin, pH 8-9 civarindaki seyreltik bir tamponda
saklanmas1 ve bu tamponun bakteri dnleyici bir ajan (% 25 etanol, % 0,02 sodyum
azid gibi) icermesi gerekir (Denizli ve Pigkin, 2001).

1.3.7. Boya-Ligand Afinite Kromatografisinde Adsorpsiyon

Adsorpsiyon islemlerinde kullanilan dengeleyici tampon, maksimum protein
baglanmasini saglamak iizere hedef proteini iceren ¢ozelti ile ayn1 pH ve iyonik
siddet degerlerine sahip olmalidir. Tamponlarin bilesimi her 6zel durum igin dogru
secilmelidir. Fosfat tamponlari  spesifik olmayan protein-boya ligand
etkilesimlerini azalttig1 icin sikca kullamilir. Iyonik siddet, tampona sodyum veya
potasyum igeren tuzlar eklenerek ayarlanabilir. Diisiik iletkenlige sahip tamponlar
gerektiginde 3-(N-morfolino) propan siilfonik asit (MOPS), 2-(N-morfolino) etan
stilfonik asit (MES), 2-[4-(2-hidroksietil) piperazin-1-il] etan siilfonik asit
(HEPES) veya 2-Amino-2-hidroksietil-propan-1,3-diol (Tris) sik¢a segilir.

Metal iyonlart (Mg*, Ca®*, zn*, Fe**, AI’* gibi) sulu ortamdaki protein
molekiillerini kararli kilmak ve/veya hedef protein ile boya-ligandinin afinitesini
arttirmak i¢in tamponlara eklenebilir. Bununla birlikte metal iyonlarinin ¢okmesi
pH’a bagh oldugundan bazi problemlere yol acabilir ve bu sebeple uygun

onlemlerin alinmasi gerekir.

Immobilize boya-ligandlar ve hedef proteinler arasindaki afinite etkilesimi
sicakliktan etkilenir. Bu sebeple adsorpsiyon ve desorpsiyon ¢alismalari uygun
sicakliklarda gergeklestirilmelidir. Adsorpsiyon islemlerini optimize etmedeki bir
diger onemli parametre adsorbanin partikiil boyutudur. Daha kiiglik partikiiller,
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hacme oranla daha genis ylizey alanina sahiptir ve bu nedenle daha yiiksek ve hizh
adsorpsiyon kapasitesi sergilerler (Denizli ve Pigkin, 2001).

1.3.8. Boya-Ligand Afinite Kromatografisinde Desorpsiyon

Hedef molekiilleri desorbe etmeden o©nce non-spesifik olarak baglanmis
kirliliklerin bir yikama adimui ile uzaklastirilmasi gerekir. Yikama tamponunun
bilesimi, hacmi ve akig hiz1 optimize edilmelidir. Desorpsiyon yiiksek verimde ve
tercihen kiiglik hacimlerde gerceklestirilmelidir. Boya-ligandlar1 ve proteinler
arasindaki etkilesimler hidrofobik, elektrostatik ve hidrojen bagi olabilir. Bir
desorpsiyon isleminde, desorpsiyon tamponunun pH’1, iyonik siddeti veya
polaritesi degistirilir. Bu metodlar tek bir adimda veya gradient olarak
uygulanabilir. Adsorpsiyon islemlerinde elektrostatik etkilesimler baskin ise bagl
proteini desorbe etmek i¢in pH’in yiikseltilmesi yeterli olabilir. Katyon degisimi
onemli ise iyonik siddetteki keskin bir degisim desorpsiyonu saglayabilir. Eger
hidrofobik etkilesimler baskin ise desorpsiyon tamponunun polaritesi etilen glikol
veya gliserol kullanilarak azaltilabilir ve desorpsiyon tesvik edilebilir (Denizli ve
Piskin, 2001).

1.4. Enzim immobilizasyonu

Bir canli hiicreden enzim izolasyonu ve saflastirilmasi oldukga pahali proseslerle
yapilmaktadir. Bu nedenle enzimler genellikle pahali olmalarinin yani sira
endiistriyel uygulamalarda serbest enzimin aktivitesini kaybetmeden geri
kazanilmasi olduk¢a zordur. Serbest enzimin reaksiyon ortamindan istenildigi
anda uzaklastirillamamasi reaksiyonun kontroliinii gii¢lestirir. Serbest enzimi
reaksiyon ortaminda etkisiz hale getirebilmek icin kullanilan inhibitorler ise
serbest enzim tarafindan kirletilen reaksiyon iriinlerine yeni bir kirlilik unsuru
olarak eklenir. Reaksiyon ortamindaki bu kirlilik unsurlarmin uzaklastirilmaya
calisilmas1 maliyeti artirmaktadir. Bunun yani sira serbest enzimler siirekli iretim
islemlerinde de tercih edilmezler. Enzimlerin bir¢ok alanda c¢esitli amaclarla
kullanilmaya baslanmasindan dolayi, enzimleri daha ekonomik ve kullanigh hale
getirme c¢alismalar1 artmistir. Bu nedenle serbest enzimlerden daha fazla

yararlanabilmek i¢in immobilizasyon teknikleri gelistirilmistir.

Enzimler suda ¢oziinen, spesifik katalizorlerdir ve endiistriyel uygulamalarin ¢ogu
sulu cozeltilerde gerceklestirilir. Bu nedenle enzimler, suda ¢6ziinmeyen bir



14

destege fiziksel veya kimyasal olarak baglanarak, suda ¢6ziinmeyen {iriin veren bir
kopolimerizasyona enzim molekiiliiniin monomer olarak katilmasiyla ve suda
¢oziinmeyen bir destek veya suda ¢oziinmeyen mikrokapsiillerde tutuklamakla
immobilize edilirler (Alagdz, 2007).

Immobilize enzimlerin ilk endiistriyel kullanimlar1 sentetik rasemik D- ve L-
amino  asitlerin  ayrilmasi  i¢in  Aspergillus oryzae  aminoagilazinin
immobilizasyonunu gelistiren Tosa vd. (1966) tarafindan rapor edilmistir.
Immobilize enzimlerin diger temel uygulamalar1 ise sekerler, amino asitler ve
ilaglarin endiistriyel uygulamalaridir. Bunun yaninda bazi endiistriyel islemlerde,
istenilen enzimi igeren tam mikrobiyal hiicreler immobilize edilir ve katalizor
olarak kullanilabilir (Brena ve Batista-Viera, 2006).

Enzim immobilizasyonu endiistriyel uygulamalarmin yani sira biyosensorler,
biyoafinite kromatografisi ve tibbi ilaglarin tiretimi gibi pekgok biyoteknolojik
calismaya temel olusturmaktadir (Tischer vd., 1999).

Immobilize enzimin dogal (serbest) enzime gore iistiinliikleri:

K/
0’0

Tepkime sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (siizme, santrifiijleme
vb.) ve iirlinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem olusmaz.

« Cevre sartlarina (pH, sicaklik vs.) karsi daha dayaniklidir.

+» Birgok kez ve uzun siire kullanilabilir.

% Siirekli islemlere uygulanabilir.

+» Dogal enzime gore daha kararhidir.

% Uriin olusumu kontrol altina almabilir.

« Birbirini izleyen ¢ok adimli tepkimeler i¢in uygundur.

¢ Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktive gosterebilir.
+ Enzimin kendi kendini par¢alamasi olasilig1 azdir.

+ Mekanistik ¢aligmalar i¢in uygundur (Kegili, 2006).
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1.4.1. Enzim Immobilizasyonu Yontemleri
1.4.1.1. Geri doniisiimsiiz enzim immobilizasyonu yontemleri

Geri doniisiimsiiz immobilizasyon kavrami, bir biyokatalizoriin bir destege
baglandiktan sonra enzimin veya destegin biyolojik aktivitesini kaybetmeden
ayrilmayacagl anlamina gelir. Geri doniisiimsiiz enzim immobilizasyonunun en
yaygin uygulamalar1 kovalent baglama, tutuklama, mikrokapsiilleme ve g¢apraz
baglamadir. Bu yontemlerin sematik gosterimi Sekil 1.6’daki gibidir (Uygun,
2008).

% Kovalent Baglanma

% Tutuklama @
ey [as

.

% Mikrokapsiilleme @

ot
-----------

+ Capraz baglama (E| (E]

Sekil 1.6. Geri doniisiimsiiz enzim immobilizasyon yontemlerinin sematik
gosterimi
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1.4.1.2. Geri doniisiimlii enzim immobilizasyonu yontemleri

Enzim-substrat baglanmasinin 6zelligi nedeniyle geri dontisiimlii immobilize
enzimler 1limli kosullar altinda destekten ayrilabilir. Enzim immobilizasyonunda
geri doniigiimlii metodlarin kullanimi ekonomik sebepler nedeniyle Snemlidir;
clinkii destek yeniden kullanilabilir ve taze enzimle yiiklenebilir. Gergekten de
destegin maliyeti, immobilize katalizorlerin tamaminin maliyetinde genellikle
temel faktordiir. Enzimlerin geri doniisiimlii immobilizasyonu, kararsiz enzimlerin
immobilizasyonu ve biyoanalitik sistemlerdeki uygulamalar icin oldukca
onemlidir. Geri doniisimlii enzim immobilizasyon yoOntemleri Sekil 1.7°de
sematik olarak gosterildigi gibidir (Uygun, 2008).

':' Adsorpsiyen

+ F T T

#+  lIyonikBaglanma

+*  Affinite baglanma

e T -

o  Metal Baglama

%*  Distlfid Bags
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Sekil 1.7. Geri doniisiimlii enzim immobilizasyon yontemlerinin sematik gosterimi
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1.5. Manyetik Polimerler ve Nanoyapilar

Manyetik polimerler birka¢ nanometreden milimetre boyutuna kadar degisik ¢ap
ve boy dagilimlarinda, gozenekli veya gozeneksiz farkli yiizey ve yigin
yapilarinda hazirlanabilen yapilardir.

Manyetik polimerler birgok ayirma islemlerinde az kirlilik, iyi kiitle aktarimi ve az
asimma gostermesi gibi avantajlar1 yaninda basing diismesi, substrat doniisiimii ve
enzim kararlilig1 i¢in daha iyi bir performans gostermeleri nedeniyle akigskan yatak
reaktorlerde kullanilmaktadirlar. Diger ayirma islemlerinde yer alan santrifiijleme
ve filtrasyon siirecleri enzimin ve/veya proteinin {igiinciil yapisini bozarak
aktivitesinde diisiise neden olurken, bu tiir problemler manyetik yapilarin
kullanim1 ile ortadan kalkmakta ve isletme maliyeti azalmaktadir. Manyetik
yapilarin kullanildig1 akigkan yatak reaktorler atik sularin aritiminda, enzim
tutuklanmasinda ve afinite aymriminda onemli rol oynamaktadir. Insanoglunun
kullandig1 ilk manyetik maddenin dogal magnetit olmasi nedeniyle uygulamalarda
demir oksitlerin 6nemi biiyiiktiir. Bu demir oksitlerin en énemlileri: Fe,O (vustit),
Fe;04 (magnetit), y-Fe,Os (maghemit), o-Fe,O3 (hematit)’tir. FezO4 kullanimi en
yaygin olan manyetik materyallerden biridir. Biyoteknoloji ve tiptaki
uygulamalarinda gii¢lii manyetik 6zelliklerinden dolay1 olduk¢a 6nem kazanmuistir.
Enzimler, proteinler, antikorlar ve antikanser ajanlar1 gibi bircok biyoaktif madde
Fe30,’e baglanmistir (Mandal vd., 2005).

Son yillarda nanometre boyutlu manyetik nanoyapilar oldukga kiigiik boyutlarda
ve genis yiizey alanlari ile essiz fiziksel ve kimyasal 6zellikler sunmalari nedeniyle
oldukca dikkat ¢ekmistir. Manyetik nanoyapilar veri depolama aygitlar1 ve cilt
bakim {irtinleri gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Ayrica manyetik nanoyapilar
medikal ve biyolojik alanlarda, ila¢ salinimi, biyosensorler, su saflastirma
sistemleri ve biyomolekiiler ayirma/saflastirma uygulamalarinda gii¢lii manyetik
ve toksik olmayan 6zellikleri nedeniyle genis uygulama alanina sahiptir. Manyetik
nanoyapilar kiigiikk bir 6rnek hacmi ve diger siispanse katilarin varliginda bile
istenen hedef biyomolekiilin ayrilmasinda basit ve hizli bir ara¢ olarak
kullanilabilir. Manyetik nanoyapilarin hazirlanmasinda sik¢a Fe3O4 (magnetit)’ten

yararlanilir.

Proteinler ve peptitler gibi  biyomolekiillerin  saflastirilmasinda  ve
immobilizasyonunda Fe;0, iceren manyetik nanoyapilar su avantajlar1 sunar:



Yiiksek spesifik alanlar1 nedeniyle daha fazla protein yiliklemesi.

Istenen biyomolekiiliin secimli hedeflenmesi ve manyetik alan yardimiyla
reaksiyon karigimindan kolayca ayrilmasi.

Saflagtirma islemlerindeki santrifiijleme ve filtrasyon gibi adimlarin elimine
edilmesi (Okoli vd., 2011).



19

2. KAYNAK OZETLERI

Boya afinite kromatografisi hem laboratuar hem de genis 6lgekli uygulamalardaki
protein saflagtirmasinda uygun maliyeti, giivenligi ve adsorpsiyon kapasitesi
yaninda tek bir kromatografik adimda daha yiiksek ozgiillikk, saflik ve verim
saglamasi nedeniyle olduk¢ca 6nem kazanmistir (Yavuz vd., 2006). Boyalarin
dogas1 tamamen sentetik olmasina ragmen substratlarin, kofaktorlerin ve baglayic
ajanlarin yapisint taklit ederek bir¢ok protein ve enzimin aktif bolgesiyle
etkilesebildiklerinden yiiksek afiniteli ligandlar olarak siniflandirilirlar. Boya-
ligand afinite kromatografisi kullanilarak bir¢ok enzim ve proteinin saflastiriimasi
gerceklestirilmistir. Farkli proteinlerin saflagtirilmasinda en ¢ok kullanilan boya
ligand1 Cibacron Blue F3GA olmustur.

Fisichella vd. (2002) bazi bugday unu cesitlerindeki yiiksek molekiil kiitleli
glutenin proteininin alt birimlerini Sepharoz CL6B’ye bagli Cibacron Blue
F3GA’y1 kullanarak ayirmislardir. Yiiksek molekiil kiitleli glutenin proteininin alt
birimleri, Cibacron Blue F3GA ile giiglii bir etkilesime girmis ve eliisyon ajani
olarak sodyum dedosil siilfat kullanilarak yiiksek verim ile elde edilmistir.
Deneysel bulgular ve yiiksek molekiil kiitleli glutenin proteininin amino asit
sekansi, bu proteinin alt birimleri ile Cibacron Blue F3GA boyas1 arasinda etkili
elektrostatik etkilesimler oldugunu gostermistir.

lannucci vd. (2003), nétral proteazlarin ticari bir preparati olan Flavourzyme’den
proteazlarin saflagtirilmast i¢in 20 farkli triazin boyasim1 ligand olarak
kullanmislardir. Onlar bu boyalari, Sepharoz 4B’ye immobilize etmisler ve protein
adsorpsiyon kapasitelerini aragtirmislardir. Segiciligi arttirmak i¢in pH 5,0’e
ayarlandiginda sadece Cibacron Blue F3GA, Red HE-3B ve Yellow HE-4B
% 80’in lizerinde adsorpsiyon kapasitesi goOstermistir ve deneylere bu boya
ligandlar1 ile devam edilmistir. Yapilan deneyler sonucunda Flavourzyme’den
nétral proteaz, Cibacron Blue F3GA ligandi ile elektroforetik olarak tek bantla
gosterilen bir saflikta, % 96 verimle ve 850°den 3650 U/mg’a artan bir spesifik

aktivite ile saflagtirilmstir.

Yavuz vd. (2003), boya ligandi olarak Cibacron Blue F3GA’y1 kullanmiglar ve bu
boya ligandimi 100-150 pm capindaki poli(metil metakrilat) kiirelere kovalent
olarak baglamislardir. Boya bagli mikrokiireler, hem sulu ¢6zeltiden hem de insan
plazmasindan albumin adsorpsiyonunda kullanilmis ve pH 5,0’de maksimum
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adsorpsiyon kapasiteleri sirasiyla 26,0 mg/g ve 64,3 mg/g olarak bulunmustur.
Albumin desorpsiyonu 0,5 M KSCN ¢ozeltisi kullanilarak yiiksek oranda (% 98’e
kadar) gerceklestirilmis ve Cibacron Blue F3GA bagh kiireler adsorpsiyon
kapasitesinde bir azalma olmaksizin defalarca kullanilmgtir.

Arica vd. (2004), iki farkli boya ligandini [Procion Brown MX-5BR (RB-10) ve
Procion Green H-4G (RG-5)] poli(2-hidroksietil metakrilat) membranlara
immobilize etmisler ve bu afinite desteklerini sulu ¢ozeltiden ve yumurta akindan
lizozim ayirmasinda kullanmiglardir. Ayrilan lizozim 6rneklerinin safligt HPLC ile
belirlenmis ve RG-5 bagli membranlarla elde edilen lizozimin daha yiiksek
saflikta oldugu bulunmustur.

Arica ve Bayramoglu (2005), UV baglaticili fotopolimerizasyon yontemi ile
p(HEMA)/kitosan kompozit membranlarini sentezlemisler ve bu membranlara
Reaktif Blue 4’ti ve Reaktif Red 120’yi immobilize etmiglerdir. Bu boya ligand
desteklerini yumurta akindan lizozim saflastirilmasinda kullanmislardir. Yumurta
akindan Reaktif Red 120 bagli membranlar ile daha yiiksek saflikta ve verimle
lizozim elde etmislerdir. Saflastirilan lizozimin aktivitesini Micrococcus
lysodeikticus substratim1  kullanarak belirlemisler ve spesifik aktivitesini
44250 U/mg olarak bulmusglardir.

Madoery ve Minchiotti (2006), bir monoklorotriazin antrokinon boyasi olan
Cibacron Blue’yu, oksiran gruplart igeren akrilik yapidaki bir polimerik destek
olan Eupergit C’ye kovalent olarak baglamislardir. Bu hazirlanan afinite destegini
soya fasulyesi tohumundan fosfolipaz A,’nin saflastirmasinda kullanmiglardir.
Hazirlanan destegin kolon uygulamasi ile fosfolipaz A, enzimini, % 13,4 verimle
23 kat saflagtirmuslardir. Arastiricilar bu yaklasimla enzim saflagtirmanin,
biyoteknolojik islemlere uygulanabilecegini vurgulamiglardir.

Yavuz vd. (2006), 150-200 pum biiytikligiindeki poli(hidroksipropil metakrilat)
kiirelerini siispansiyon polimerizasyonu ile sentezlemis ve sisme calismalarini,
ylizey alani Olglimlerini, SEM ve elementel analiz ile karakterizasyonunu
gerceklestirmiglerdir. Daha sonra bu mikrokiirelere kovalent olarak Reaktif Green
HE 4BD (Reaktif Green 19) baglanmis ve bu kiireler IgG’nin alt siniflarinin
ayrilmasinda kullanilmigtir. Albumini ayrilmis insan plazmasindan 6,4 mg/g 1gGy,
67,8 mg/g 19G,, 5,2 mg/g 19G; ve 8,6 mg/g 1gG, elde edilmistir.
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Wang vd. (2006), alkalin fosfotaz enziminin saflagtirllmasi ig¢in bir seri
“biyomimetik™ boya ligandini1 sentezlemisler ve bu boyalar1 Sepharoz CL-6B’ye
immobilize etmislerdir. Elde edilen sonuglar sentezlenen bu boyalarin alkalin
fosfataz afinitesine sahip oldugunu fakat bu afinitenin boya ligandlarinin farkli
molekiiler yapilarina goére degistigini gostermistir. Bu calismada o6zellikle 5
numara ile tanimlanan boyanin alkalin fosfataz i¢in daha yiiksek afiniteye sahip
oldugu goriilmiistiir. Sepharoz CL-6B’ye immobilize edilmis 5 nolu boyadan
alkalin fosfataz 0,1 M NaCl ve 30 mM Na,HPOQO, ¢ézeltileri ile eliie edilmis ve
% 84 oraninda yiiksek bir verimle tek bir adimda enzim 65 kat saflastirilabilmistir.

Ma vd. (2006), gozeneksiz manyetik poli(stiren-divinilbenzen-glisidil metakrilat)
mikrokdireleri siispansiyon polimerizasyonu ile hazirlamiglar ve bu kiirelere
Cibacron Blue F3GA’y1 kovalent olarak immobilize etmislerdir. Taramali elektron
mikroskobu ve manyetik 6l¢timler ile sentezlenen manyetik mikrokiirelerin 6 pm
boyutta ve 7,3 emu/g manyetik doygunlukta oldugu bulunmustur. Sentezlenen
boya bagli manyetik mikrokiireler sigir serum albumin proteinin (BSA)
adsorpsiyonunda kullanilmig ve adsorpsiyon kapasitesi 80,2 mg/g olarak
bulunmustur. Adsorpsiyona pH, iyonik siddet ve BSA proteinin baglangic
derisiminin etkisi incelenmistir. BSA proteinin desorpsiyonu 1,0 M NaSCN
¢ozeltisi ile gergeklestirilmistir.

Demiryas vd. (2007), monomerlerin sulu ¢ozeltilerini bir cam kolon iginde
dondurarak kiitle polimerizasyonu ile poli(akrilamid-allil glisidil eter) monolitik
kriyojelini hazirlamislar ve bu kriyojele Cibacron Blue F3GA’yr immobilize
etmislerdir. Hazirlanan boya bagli kriyojeller sulu ¢dzeltiden ve insan
plazmasindan albumin ayrilmasinda kullanilmistir. Sulu ¢6zeltiden ve insan
plazmasindan sirasiyla 27 mg/g polimer ve 72 mg/g polimer albumin adsorpsiyonu
elde edilmistir. Albumin desorpsiyonu i¢in 0,5 M NaCl ¢ozeltisi igeren 0,1 M
Tris/HC] tamponu kullanilmig ve insan plazmasindan % 92 saflikta albumin
ayrilmasi gerceklestirilmigtir.

Wolman vd. (2007), polisiilfan membranlara glisidil metakrilat/dimetil akrilamid
kopolimerlerini asilayarak hollow fiber yapilarin1 sentezlemisler ve bu
membranlara Red HE-3B boyasini baglamislardir. Bu arastiricilar sentezlenen bu
boya bagli membranlar ile sigir peynir alti suyunun ve kolostridiumundan
laktoferrinin  saflagtirnlmasimi  arastirmuglardir.  Sigir  kolostridiumundan

laktoferrinin saflagtirilmasinda boya bagli membran yapilarinin, boya bagh
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Sepharoz 4B’den daha iyi kromatografik performans gosterdigini rapor
etmislerdir.

Bayramoglu vd. (2007), fotopolimerizasyonla sentezledikleri poli(HEMA)
membranlarina boya ligandi olarak Reaktif Green 5’1 immobilize etmisler ve insan
serumundan IgG adsorpsiyonunda kullanmiglardir. HPLC ile yapilan analizlere
gore insan serumundan % 81 saflikta ve % 67 verimle IgG izolasyonunu
gergeklestirmiglerdir.

Ouyang vd. (2007), Cin hamster yumurtalik hiicre kiiltiirii ve Aspergillus niger
fermentasyonu ile tiretilen alkalin fosfataz ve glukoamilaz enzimlerini tek adimda
saflagtirmak i¢in boya ligand afinite kromatografisi ile bir ayirma metodu
gelistirmislerdir. Bu amagla destek olarak Sepharoz 6B’yi ve farkli boya
ligandlarin1 kullanmislardir. Bu arastiricilar reaktif boya olarak Procion Green H-
E4BD (Reaktif Green 19)’nin alkalin fosfataz igin iyi bir baglama kapasitesi
gosterdigini ve Procion Blue H-ERD’nin glukoamilaz i¢in en iyi boya ligandi

oldugunu rapor etmislerdir.

Garcia-Diego ve Cuellar (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada farkli gbzenek
ozelliklerine sahip poli(stiren-ko-divinilbenzen) mikropartikiilleri sentezlenmis ve
oncelikle non-spesifik protein adsorpsiyonunu 6nlemek igin hidrofobik polimer
yiizeyi poli(vinil alkol) ile kaplanmigtir. Daha sonra poli(vinil alkol) tabakasi,
kararliliginin artmasi icin gluteraldehit ile ¢apraz baglanmistir. Ardindan spesifik
protein adsorpsiyonunu elde etmek igin Cibacron Blue F3GA boya ligand: olarak
secilmis ve mikropartikiillere immobilize edilmistir. Bu boya ligand afinite
desteklerine lizozim adsorpsiyonu kosullar1 arastirilmis ve maksimum lizozim
adsorpsiyon kapasitesi, gram kuru destek basina 100,8 mg/g olarak bulunmustur.
1,0 M NaCl ¢ozeltisi (pH 7,3) ile adsorplanan lizozimin % 73’den daha fazlasi

desorbe edilebilmistir.

Etanol yikimindaki temel metabolik yol, etanoliin asetaldehite doniistimiinii
katalizleyen alkol dehidrogenaz enziminin varligii gerektirir. Eksojen etanol
metabolizmasima ilaveten, alkol dehidrogenazin bagirsaklarda fermentasyon ile
iiretilen kiigiik miktarlardaki endojen alkolii de yiktig1 bilinir. Alkol dehidrogenaz
steoridlerin dehidrogenasyonu, mevalonat metabolizmasinin paralelindeki yollarin
ara Uriinl olan alkollerin oksidasyonu ve yag asitlerinin ®-oksidasyonunu igeren

genis bir substrat 6zgiilliigiine sahiptir (Negoro ve Wakabayashi, 2004). Alkol
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dehidrogenaz enzimleri yiiksek duyarlilik gosteren ancak kararliligi disiik
enzimlerdir. Alkol dehidrogenazlarin islemsel kararliligimin diisiik olmasi, yaygin
endiistriyel uygulamalarini sinirlamaktadir. Bu nedenlerle alkol dehidrogenaz
enzimlerinin saflastirilmasi ve immobilizasyonu birgcok arastirici tarafindan

calisiimustir.

van lersel vd. (1997), anaerobik kosullarda biiyliyen S. cerevisiae var. uvarum
W34’den NADP" bagimli uzun ve dallanmis substrat 6zgiilliigii gosteren bir alkol
dehidrogenaz enzimini saflastirmislardir. Bu ¢alismada bu enzimin monomerik ve
molekiil agirligimin 37 kDa oldugu bulunmustur. Saflastirilan bu NADP* bagiml
enzimin alkolik fermentasyon sirasindaki tat olusumundan sorumlu oldugu rapor

edilmistir.

Negoro ve Wakabayashi (2004), fare karacigerinin sitozolik fraksiyonunu
amonyum siilfat ile ¢oktiirmiiglerdir. Daha sonra p-hidroksi asetofenon Sepharoz
afinite kromatografisini ve ardindan iyon degisim kromatografisini kullanarak
alkol dehidrogenaz (simif I) enzimini saflastirmislardir. Enzim % 57 verimle elde
edilmis ve safligi SDS-PAGE ile gosterilmistir. Ayrica saflastirilan enzimin
kinetik parametreleri de incelenmistir.

Hirano vd. (2005), bir toprak bakterisi olan Brevibacterium sp. KU 1309’dan
2-feniletanol substratina ozgiil bir alkol dehidrogenaz enzimini ¢esitli
kromatografik yontemler kullanarak saflastirmiglardir. Enzimin 39 kDa molekiil
agirligina ve cesitli primer alkollerin aldehitlere geri doniigiimlii oksidasyonunu
katalizleyen genis bir substrat 6zgiilliigiine sahip oldugu bulunmustur. Ilaveten

enzimin kofaktor olarak NAD" e gereksinim duydugu rapor edilmistir.

Madhusudhan vd. (2008), S. cerevisiae’den alkol dehidrogenaz enziminin
saflagtirtlmast i¢in sulu ikili faz ekstrasyonunun etkinligini arastirmiglardir. Bu
arastiricilar, sulu ikili faz sistemini hazirlamak i¢in farkli tuz tiplerini (sodyum
fosfat, sodyum siilfat, magnezyum siilfat, potasyum fosfat ve amonyum siilfat) ve
farkli molekiil kiitlesine sahip polietilen glikol polimerlerini kullanmislardir. Bu
aragtiricilar, sulu ikili faz ekstrasyonuna ilave olarak amonyum siilfat ve polietilen
glikol ¢oktiirmesini igeren 2 farkli islemi de yaparak enzimin daha yiiksek verimle
elde edilmesini saglamislardir.
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Raghava ve Gupta (2010), Thermus thermophilus’dan NAD" bagimli ve ¢inko
iceren alkol dehidrogenaz enzimini amonyum siilfat ¢oktlirmesi ve butil Sepharoz
hidrofobik etkilesim kromatografisini kullanarak saflagtirmiglardir. Enzim tek bir
kromatografik adimda % 68 verimle ve 25 kat saf olarak elde edilmis ve enzimin
0zdes alt iiniteleri igeren tetramerik bir yapisinin oldugu bulunmustur. Ayrica bu
enzimin kisa zincirli primer ve sekonder alkollere kiyasla gliserole karsi oldukga
yiiksek afinite gosterdigi rapor edilmistir.

Enzimlerin goreceli olarak kararsiz olmalari, saflagtirma maliyetlerinin oldukca
yiiksek olmas1 ve kullanimlarindan sonra reaksiyon karigimdan aktif enzimi geri
kazanmanin teknik olarak zor olmasi immobilizasyona olan ilgiyi oldukca
arttirmig ve farkli destekler iizerine alkol dehidrogenaz immobilizasyonu c¢ogu
aragtirmacinin ¢alismalarina konu olmustur. Trivedi vd. (2005), cesitli gozeneksiz
cam kiireler tizerine farkli kaynaklardan elde edilen alkol dehidrogenaz
enzimlerini adsorpsiyon yoluyla immobilize etmisler ve enzimlerin kaynagina
bagl olarak immobilizasyon etkinliginin degistigini gézlemislerdir.

Xu vd. (2006), alginat-silika nanotiip kompozitlerini, alginat jel icine silika
nanotiiplerin inkorporasyonunu gerceklestirerek hazirlamiglar ve bu nanotiip
kompozitlerini maya alkol dehidrogenaz enziminin enkapsiilasyonunda
kullanmiglardir. Bu arastiricilar, bu nanotiip kompozitlerine immobilize edilen
maya alkol dehidrogenaz enziminin optimum reaksiyon kosullarini, katalitik

aktivitesini ve kinetik parametrelerini incelemislerdir.

Bolivar vd. (2006), at karacigeri alkol dehidrogenaz enzimini glioksil agaroz
destegine kovalent olarak immobilize etmisler ve enzimin pH’a, sicakliga ve

organik ¢ozgenlere kars1 kararliliginin arttigini rapor etmislerdir.

Liu ve Cai (2007) tarafindan yapilan bir c¢aligmada negatif yiiklii alkol
dehidrogenaz enzimi (pH 8,7°de) tek duvarli karbon nanotiiplerin yiizeyine
yayllmis ve pozitif yiiklii polielektrolit poli(dimetil diallilamonyum kloriir) ile
negatif-pozitif yiik etkilesimini olusturarak kaplanmistir. Bu kaplanma ile elde
edilen alkol dehidrogenaz igeren nanokompozitler, baglayici olarak Nafyonun
kullanilmasiyla camsi karbon elektrolit yiizeyine immobilize edilmis ve etanol
analizi i¢in kullanilabilecek bir biyosensor gelistirilmistir.



25

Enzimlerin immobilizasyonunda destek materyali olarak manyetik nanoyapilarin
kullanim1 son yillarda olduk¢a 6nem kazanmistir. Manyetik nanoyapilar destek
materyal olarak iyi kiitle transfer 6zellikleri ile genis spesifik yiizey alani gibi
bir¢cok avantaj sunarlar (Kuroiwa vd. 2008). Literatiirde maya alkol dehidrogenaz
enziminin manyetik nanoyapilara immobilizasyonu ile ilgili sinirh sayida calisma
bulunmaktadir. Li vd. (2008), FesO, nanoyapilarini kitosan ile kaplayarak onlara
gluteraldehit yardimiyla S. cerevisiae alkol dehidrogenaz enzimini kovalent olarak
baglamiglardir. Arastiricilar, immobilizasyondan sonra enzimin baslangig
aktivitesinin % 48,8’ini korudugunu rapor etmislerdir. Ayrica immobilizasyonla
enzimin termal ve islemsel kararliliginin da arttigim1 gostermislerdir. Li vd. (2010)
tarafindan yapilan baska bir ¢alismada Fe;O4 nanoyapilarina a-ketoglutarik asit
bagh kitosan, karbodimid aktivasyonu ile baglanmis ve S. cerevisiae alkol
dehidrogenaz enziminin kovalent immobilizasyonunda kullanilmistir. Serbest ve
immobilize enzimlerin optimum sicaklik, optimum pH ve 1sil kararliliklart
kargilagtirilmigtir,

Hidayat vd. (2003), agaroz ile kaplanmig alumina destegini hazirlamiglar ve bu
destege iminodiasetik asit ve Cibacron Blue 3GA boyasini immobilize etmislerdir.
Aragtiricilar, hazirlanan bu destek ile mayadan alkol dehidrogenaz enzimini
% 76,8 verim ile 8,4 kat saflagtirmiglardir.

Mondal vd. (2003), k-karragenan polimerini hazirlayarak bu polimere Cibacron
Blue 3GA boyasini siyonojen bromiir aktivasyonu ile kovalent olarak baglamiglar
ve S. cerevisiae homojenatindan alkol dehidrogenaz enzimini % 58 verimle 13,6

kat saflastirmislardir.

Shibusawa vd. (2004), Procion Red boyasini igeren bir afinite destegi ile sigir
karacigeri homojenatindan alkol dehidrogenaz enzimini saflastirmislardir.
Aragstiricilar bu saflastirma islemini, enzimatik aktivitede Onemli bir kayip

olmadan 6 saat i¢cinde tamamlamiglardir.

Yapilan bu tez ¢aligmasinda afinite ligandi olarak Reaktif Green 19 boyasi
kullanilmis ve S. cerevisiae alkol dehidrogenaz enziminin saflastirilmasi ve geri
doniisiimlii immobilizasyonu gerceklestirilmistir. Literatiirde afinite ligand1 olarak
boyalarin kullanilmasiyla alkol dehidrogenaz enziminin saflastirilmasina iligkin

sinirhi  sayida caligma vardir. Bu ¢aligmalarin temeli alkol dehidrogenaz
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enzimlerinin NAD" gibi bir kofaktére ihtiyac duymasina ve boyanin bu kofaktérii
taklit ederek enzime baglanma yetenegine sahip olmasina dayanmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Alkol dehidrogenaz (ADH), poli(vinil alkol) [PVA], 2-hidroksietil metakrilat
(HEMA), potasyum persiilfat (KPS), N,N'-metilenbisakrilamid, akrilamid,
TEMED, gliserol, dithiothreitol (DTT), NADH, Tris-baz, Reaktif Green 19,
amonyum persiilfat, brom fenol mavisi, formaldehit ve giimiis nitrat Sigma
(Steinheim, Almanya)’dan; etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ve magnetit
(FesO4) Aldrich (Milwaukee, WI, ABD)’den; etil alkol, metil alkol, NaOH,
sodyum karbonat, sodyum bikarbonat, fosforik asit, NH4Cl, NaCl, sodyum asetat
ve sodyum karbonat Riedel-de Haen (Seelze, Almanya)’dan; HCI, sodyum dodesil
siilfat (SDS), Tris-HCI, glutaraldehit, KBr, glisin ve potasyum hidrojen fosfat
Merck (Dramstadt, Almanya)’dan; fenilglioksilik asit ve Commassie Brillant Blue
G-250 Fluka (Buchs/Switzerland)’dan; asetik asit ve potasyum dihidrojen fosfat
Carlo Erba (Rodano, italya)’dan; B-merkaptoetanol AppliChem (Darmstadt,
Almanya)’dan; sitrik asit Panreac (Ispanya)’dan temin edildi.

Deneylerde Shimadzu (UV-1601) spektrofotometre, Velp (Multistirrer 15) ¢oklu
magnetik karistirici, Vestel (White FR 540) buzdolabi, Hettich (Universal 32R)
santrifiij, Hereaus (Function Line) etiiv, Ohaus-Pioneer (PA214C) 0,0001 g
duyarlilikta terazi, Hanna (pH 211) pH metre, Memmert (WB14) calkalamali su
banyosu, VWR (1180S) sirkiilatorlii su banyosu, sogutmali su banyosu (Niive BS
402), santrifiij (Sigma 3K30, Almanya), homojenizator (Bandelin Sonapuls,
Almanya), Bandelin Sonorex (RK255H) ultrasonik banyo, Heidolph (Reax Top)
vorteks, Brand (Transferpette) otomatik pipetler, GFL (2001/4) saf su cihazi,
Milipore (Simplicity UV, 18,2 mQ cm) ultra saf su cihazi, Bio-Rad (Mini-Protean
3) elektroforez, UVP gii¢ kaynagi kullanildi.

Sentezlenen polimerin karakterizasyonunu gergeklestirmek icin Pamukkale
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Béliimiinde bulunan FTIR
spektrofotometresi (Shimadzu 60X), Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Fizik
Bolimiinde bulunan Varian E-L X Band (Almanya) Elektron Spin Rezonans
Spektrometresi, Izmir Yiiksek Teknoloji  Enstitiisii-Malzeme Arastirma
Merkezinde bulunan Taramali Elektron Mikroskobu (Phillips XL-30S FEG) ve
Atomik Kuvvet Mikroskobu (Digital Instruments-MMSPM Nanoscope V), inonii
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Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezinde bulunan Enerji
Dagilimli X-1gim1 analiz cihazi (LEO, EVO 40, Carl Zeiss NTS, Peabody,
Massachusetts) kullanildu.

3.2. Yontem

3.2.1. Mag-Nano-p(HEMA) Polimerinin Sentezlenmesi

Manyetik-nano-poli(2-hidroksietil metakrilat) [mag-nano-p(HEMA)] polimeri,
emiilsiyon polimerizasyonu teknigi kullanilarak sentezlendi. Mag-nano-p(HEMA)
polimerinin hazirlanmasi i¢in 100 mL hacimli laboratuar tipi bir cam reaktor
kullanildi. Polimerin hazirlanmasi i¢in 0,5 g polivinil alkol (PVA, d:1,269 g/mL)
tartilarak 45 mL saf suda 60 °C’de ultrasonik banyo yardimiyla ¢oziildii. Reaktore,
hazirlanan PVA ¢ozeltisinden 25 mL alinarak iizerine 0,6 mL 2-hidroksietil
metakrilat (HEMA, d:1,074 g/mL) monomeri ve 0,3 mL etilenglikol dimetakrilat
(EGDMA, d:1,051 g/mL) capraz baglayicisi ilave edildi ve 30 saniye mekanik
olarak calkalandi. Daha sonra bu reaktore, polimerin manyetik 6zellik kazanmasi
icin 0,5 g magnetit (Fe;O,) ilave edilerek yine 30 saniye ¢alkalandi. 0,0198 g
potasyum persiilfat (KPS, 1,6 mM) tartilarak 45 mL saf suda manyetik karistirict
yardimiyla karistirilarak (130 rpm) c¢oziildii ve tamami reaktore ilave edildi.
Reaktor 70 °C’deki galkalamali su banyosunda 200 rpm’lik bir hizda ¢alkalandi ve
4 saat sonunda polimerizasyonun gergeklestigi renk takibi ile gozlendi. Reaktor
sogutulduktan sonra 20 dakika santrifiij yardimiyla polimerizasyona katilmayan
magnetitler ayrildi. Daha sonra silipernatan almip manyetik nanoyapilar
18000 g’de 20 dakika santrifiijlenerek ¢oktiiriildii. Coken manyetik nanoyapilar
once etanol (% 99) ile daha sonra sirasiyla etanol/su (1:1) karisimi ve su ile
yikanarak polimerizasyona katilmayan maddelerden arindirildi. Yikama igleminin
ardindan nanoyapilara polimerizasyon hacmi kadar (yaklasik 71 mL) saf su ilave
edilerek emiilsiyon olusturmalari saglandi. Uretilen nano-polimerler, buzdolabinda
saklandi (Uygun vd., 2009).

3.2.2. Mag-Nano-p(HEMA) Polimerine Reaktif Green 19 Boyasimin
Baglanmasi

Reaktif Green 19’un triazin halkasmm kloriiri ile mag-nano-p(HEMA)
nanoyapilarinin hidroksil grubu arasinda, alkali kosullar altinda NaCl’iin
eliminasyonu ile niikleofilik yer degistirme reaksiyonu gerceklestirildi ve boyanin
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manyetik nanoyapilara baglanmasi saglandi. Bu amagla Reaktif Green 19’un
0,1 mg/mL derisiminde 100 mL ¢d6zeltisi hazirland1 ve 100 mL sudaki 0,1 g
mag-nano-p(HEMA) nanoyapilarina ilave edildi. Bu karistma 4,0 g NaOH ilave
edilerek 80 °C’de 4 saat karistirild1 ve 4 saatin sonunda reaksiyona girmemis boya
molekiillerini uzaklagtirmak i¢in yikama islemi uygulandi. Yikama islemi sirasiyla
saf su, metanol ve saf su ile gerceklestirilerek manyetik nanoyapilar saf suda
disperse edildi. Daha sonra manyetik nanoyapilara bagli Reaktif Green 19’un
diklorotriazinil grubunun reaktif klor atomlari, pH’1 8,5 olan 2,0 M 100 mL NH,CI
cozeltisi ile oda sicakliginda 4 saat muamele edildi ve klor atomlarinin amino
gruplartyla yer degistirmesi saglandi. Bu islemden sonra boya bagli manyetik
nanoyapilar saf su ile yikandi ve tekrar saf suda disperse edilerek buzdolabinda
saklandi.

3.3. Reaktif Green 19 Bagh Mag-Nano-p(HEMA) Polimerinin
Karakterizasyonu

3.3.1. FTIR (Fourier Transform Infrared Spektrofotometre) Olciimleri

Mag-nano-p(HEMA) ve Reaktif Green 19 baglhh mag-nano-p(HEMA)
polimerlerinin  FTIR spektrumu, FTIR spektrofotometresi (Shimadzu 60X)
kullanilarak elde edildi. Ornekler (0,1 g) KBr ile homojen olarak karigtirilarak
pelet haline getirildi ve FTIR spektrumu ¢ekildi.

3.3.2. ESR (Elektron Spin Rezonans) Olciimleri

Nanoyapilarin manyetik 6zellikleri elektron spin rezonans spektrometresi (ESR,
Varian E-L X Band spectrometer, Almanya) kullanilarak belirlendi. Vakum
etlivinde kurutulmus olan 6rneklerin 1000-5000 G’luk bir manyetik alanda oda
sicakliginda ESR spektrumlart ¢ekildi. ESR spektrumlari mikrodalga frekansi
9,3 GHz’de sabit tutulup manyetik alan degistirilerek sogurma egrisinin birincil

tiirevi olarak ¢izildi.
3.3.3. SEM (Taramal Elektron Mikroskobu) Ol¢iimleri

Sentezlenen nanoyapilarin yiizey morfolojisi, taramali elektron mikroskopu (SEM)
kullanilarak incelendi. SEM fotograflarinin ¢ekilmesi ile nanoyapilarn sekli ve
biyiikliigi ile ilgili bilgi edinildi. Toz halindeki polimerin SEM o6lgiimlerinde
Phillips XL-30S FEG marka taramali elektron mikroskobu kullanildi.
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3.3.4. EDX (Enerji Dagihimh X-151m1) Analizi

Sentezlenen boya bagli nanoyapilarin elementel analizi SEM’nda X-1s1n1 analizi
(EDX) cihaz1 (LEO, EVO 40, Carl Zeiss NTS, Peabody, Massachusetts)
kullanilarak gerceklestirildi. Nanoyapilarin boya igerigi kiikiirt stokiyometrisinden
yararlanilarak hesaplandi.

3.3.5. AFM (Atomik Kuvvet Mikroskobu) Ol¢iimleri

Sentezlenen polimerin yiizey Ozellikleri ve boyutu hakkinda bilgi edinmek igin
AFM olgtimleri Digital Instruments-MMSPM Nanoscope 1V atomik kuvvet
mikroskobu kullanilarak gerceklestirildi.

3.4. Reaktif Green 19 Bagh Mag-Nano-p(HEMA) Polimerine Alkol
Dehidrogenaz  Enziminin  Adsorpsiyonu ve Desorpsiyonu
Kosullarimin incelenmesi

Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerine alkol dehidrogenaz
enziminin adsorpsiyonu deneyleri kesikli sistemde incelendi. Bunun i¢in polimerik
yapilar, alkol dehidrogenaz ¢ozeltisi ile denge siiresi boyunca (2 saat) 130 rpm
hizda manyetik karistiricida karistirildi. Adsorpsiyona pH’in, alkol dehidrogenaz
baglangi¢ derigsiminin, sicakligin ve iyonik siddetin etkisi incelendi.

Nanoyapilarin tekrar kullanabilirligini arastirmak icin, alkol dehidrogenaz
enziminin adsorpsiyonu ve ardindan desorpsiyonu iglemleri gerceklestirildi. Alkol
dehidrogenaz enziminin desorpsiyonu 1,0 M NaCl ¢ozeltisi kullanilarak incelendi.
Alkol  dehidrogenaz enziminin  nanoyapilara  adsorpsiyonu-desorpsiyonu
caligmalart 5 dongii boyunca tekrar edildi.

3.4.1. Alkol Dehidrogenaz Adsorpsiyonuna pH’mn Etkisinin Incelenmesi

Alkol dehidrogenaz adsorpsiyonuna pH’in etkisinin incelenmesi igin farkli pH
¢ozeltilerinde (pH 4,0-5,0 asetat tamponu; pH 6,0-8,0 fosfat tamponu; pH 9,0
karbonat tamponu; 100 mM) derisimi 0,5 mg/mL olan 5’er mL alkol dehidrogenaz
enzimi  ¢ozeltileri  hazirlandi. Bu  ¢ozeltilerden 1’er mL  alinarak
spektrofotometrede 280 nm’de absorbanslari okundu. Kalan 4’er mL’lik
cozeltilere sentezlenen Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinden
2’ser mL ilave edildi ve 2 saat siire ile 130 rpm hizda manyetik karistiricida
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karigtirildi. Birinci ve ikinci saatin sonunda 6’sar mL’lik 6rneklerden 1’er mL
alindi ve 18000 g’de 10 dakika santrifijjlendi. Siipernatan alinarak 280 nm’de
absorbanslari okundu. pH degerlerine karsi adsorplanan alkol dehidrogenaz
miktarlart grafige gecirildi ve polimerin maksimum adsorpsiyon kapasitesinin
hangi pH degerinde oldugu bulundu. Ayni islemler, boya icermeyen mag-nano-
p(HEMA) polimeri i¢in de gerceklestirilerek elde edilen sonuglar grafige gecirildi.

3.4.2. Alkol Dehidrogenaz Adsorpsiyonuna Enzim Baslangi¢c Derisiminin
Etkisinin Incelenmesi

Alkol dehidrogenaz adsorpsiyonuna enzim baslangi¢c derisiminin etkisinin
incelenmesi i¢in 25 °C’de 5’er mL’lik pH 7,0 fosfat tamponu ile 0,05; 0,1; 0,2;
0,3; 0,4; 0,5 mg/mL derisimlerinde alkol dehidrogenaz ¢ozeltileri hazirlandi.
Boliim 3.4.1°de anlatildigi gibi her bir derisim 6rnegi i¢in adsorpsiyon islemleri
gerceklestirildi ve adsorplanan alkol dehidrogenaz miktarlar1 hesaplandi. Alkol
dehidrogenaz derisimine karsi, adsorplanan alkol dehidrogenaz miktar1 grafigi
¢izildi ve polimerin maksimum adsorpsiyon kapasitesi bulundu. Ayni islemler,
boya icermeyen mag-nano-p(HEMA) polimeri igin de gergeklestirilerek
adsorpsiyon kapasiteleri benzer sekilde bulundu. Reaktif Green 19 bagli mag-
nano-p(HEMA) polimeri i¢in alkol dehidrogenaz derisimine karsi adsorplanan
alkol dehidrogenaz miktar1 verilerinden yararlanarak Langmuir ve Freundlich

izotermleri ¢izildi ve degerlendirildi.
3.4.3. Alkol Dehidrogenaz Adsorpsiyonuna Sicakhigin Etkisinin Incelenmesi

Alkol dehidrogenaz adsorpsiyonuna sicakligin etkisinin incelenmesi igin 4; 15; 25;
35; 45; 50 °C’deki sicakliklarda enzim adsorpsiyonu deneyleri gerceklestirildi. Bu
amacla 5’er mL’lik pH 7,0 fosfat tamponu ile alkol dehidrogenaz ¢ozeltileri
hazirlandi. Bolim 3.4.1°de anlatildigi gibi her bir sicaklikta adsorpsiyon
gerceklestirildi. Sicaklik degerlerine karsi adsorplanan alkol dehidrogenaz
miktarlan grafige gecirildi.

3.4.4. Alkol Dehidrogenaz Adsorpsiyonuna Iyonik Siddetin Etkisinin
incelenmesi

Alkol dehidrogenaz adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisinin incelenmesi igin
derisimleri 0; 0,01; 0,05; 0,1 M olan NaCl ¢ozeltileri ile enzim adsorpsiyonu
deneyleri gergeklestirildi. Bu amagla pH 7,0 fosfat tamponunda hazirlanan
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0,5 mg/mL derisimindeki alkol dehidrogenaz ¢ozeltilerine farkli miktarlarda NaCl
ilave edildi ve Bolim 3.4.1’de anlatildigi gibi adsorpsiyon deneyleri
gerceklestirildi. Iyonik siddet degerlerine karsi adsorplanan alkol dehidrogenaz
miktarlan grafige gecirildi.

3.4.5. Reaktif Green 19 Bagh Mag-Nano-p(HEMA) Polimerinden Alkol
Dehidrogenazin Desorpsiyonu ve Polimerin Tekrar
Kullanilabilirliginin incelenmesi

Reaktif  Green 19  bagli  mag-nano-p(HEMA)  polimerinin  tekrar
kullanilabilirliginin arastirilmasi i¢in alkol dehidrogenaz adsorpsiyonu ve ardindan
desorpsiyonu deneyleri gergeklestirildi. Desorpsiyon ajani olarak 1,0 M NaCl
cozeltisi kullanildi. 25 °C’de pH 7,0 fosfat tamponunda 0,5 mg/mL derisimindeki
alkol dehidrogenaz enziminin adsorpsiyonu Bolim 3.4.1°de anlatildigr gibi
gerceklestirildi. Daha sonra enzim bagli polimerik nanoyapilar santrifiij yardimiyla
adsorpsiyon ortamindan ayrilarak desorpsiyon islemlerinde kullanildi. Bu amagcla
adsorplanmis polimerik nanoyapilar 6,0 mL 1,0 M NaCl ¢ozeltisi ile 25 °C’de
130 rpm hizda, 2 saat manyetik karistirici yardimiyla karigtirildi. 6 mL’lik
ornekten 1,0 mL alinarak 18000 g’de 10 dakika santrifiijlendi ve siipernatanin
280 nm’de absorbansi okundu. Okunan absorbans degerlerinden ve Esitlik 3.1’den
yararlanarak alkol dehidrogenazin % desorpsiyon orani hesaplandi.

% desorpsiyon = [desorpsiyon ortamina salinan alkol dehidrogenaz miktari
(mg)/adsorplanan alkol dehidrogenaz miktar1 (mg)] x 100 Esitlik 3.1

Desorpsiyon isleminden sonra Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA)
polimeri 0,1 M pH 7,0 fosfat tamponu ile yikanarak tekrar alkol dehidrogenaz
adsorpsiyonu i¢in kullanildi. Adsorpsiyon-desorpsiyon islemleri 5 kez tekrar
edilerek adsorplanan alkol dehidrogenaz miktari, dongli sayisina karsi grafige
gecirildi.

3.5. Alkol Dehidrogenaz Aktivitesi Tayini

Alkol dehidrogenaz aktivitesi, Vallee ve Hoch (1955) tarafindan Onerilen
spektrofotometrik metoda gore tayin edildi. Bu metodun temeli NADH’in
NAD"ya vyiikseltgenmesi sonucu 340 nm’deki absorbansin azalmasina
dayanmaktadir.
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Sekil 3.1. S. cerevisiae alkol dehidrogenaz Kkatalizli fenilglioksilik asitin
(R)-mandelik asite indirgenmesi (Li vd., 2008)

Bu amagla 0,25 mL 1,0 X 10° M NADH, 0,25 mL 0,1 M fenilglioksilik asit ve
1,25 mL 0,05 M pH 7,0 Tris-HCI tamponu kor kiivetine, 0,25 mL 1,0 X 10° M
NADH, 0,25 mL 0,1 M fenilglioksilik asit, 1,0 mL 0,05 M pH 7,0 Tris-HCI
tamponu ve 0,25 mL 0,1 mg/mL alkol dehidrogenaz enzimi ornek kiivetine
konarak NADH’in NAD""ya yiikseltgenmesi spektrofotometrik olarak 340 nm’de
3 dakika boyunca izlendi ve gergeklesen reaksiyon Sekil 3.1°de gosterildi. Bir
inite alkol dehidrogenaz, 25 °C’de ve pH 7,0’de, dakikada 1 umol NADH’in
yiikseltgenmesi icin kullanilan enzim miktar1 olarak tanimlandi ve iinite hesabi
Esitlik 3.2°deki formiile gore yapildi.
AAxV x1000

U="D0Y 2 s Esitlik 3.2
exdxAt

Burada V, spektrofotometrik kiivetteki son hacim (mL); &, NADH i molar
absorbans katsayis1 (6,220 mL/umol.cm); d, 151k yolu (1,0 cm); sf, seyreltme
faktoridiir.

Protein miktar1 tayini i¢in Bradford yontemi kullanildi (Bradford, 1976). Serbest
ve immobilize alkol dehidrogenazin aktivitesine pH’imn, sicakligin ve substrat
derisiminin etkisi incelendi. Ilaveten serbest ve immobilize alkol dehidrogenazin
1s1l ve depo kararhiliklart ve immobilize alkol dehidrogenazin islemsel kararliligi
belirlendi.

3.5.1. Serbest ve immobilize Alkol Dehidrogenaz Aktivitesine pH’1n Etkisinin
incelenmesi

Serbest ve immobilize alkol dehidrogenaz aktivitesine pH’1n etkisinin incelenmesi
icin farkli pH degerlerinde (pH 4,0-5,0 asetat tamponu; pH 6,0-8,0 fosfat tamponu;
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pH 9,0 karbonat tamponu; 0,1 M) derisimi 0,5 mg/mL olan 5’er mL alkol
dehidrogenaz ¢ozeltileri hazirlandi. Aktivite 6l¢iimleri Boliim 3.5°de anlatildig:
gibi gerceklestirildi. Serbest ve immobilize alkol dehidrogenaz i¢in Esitlik 3.2
kullanilarak aktivite degerleri hesaplandi. En yiiksek aktivite 100 kabul edilerek %
aktivite degerleri bulundu. pH degerlerine karsilik % aktivite degerleri grafige
gegirilerek serbest ve immobilize alkol dehidrogenaz i¢in optimum pH degerleri
belirlendi.

3.5.2. Serbest ve immobilize Alkol Dehidrogenaz Aktivitesine Sicakhgin
Etkisinin incelenmesi

Serbest ve immobilize alkol dehidrogenaz aktivitesine sicakligin etkisinin
incelenmesi i¢in farkli sicaklik degerlerinde (4; 15; 25; 35; 45 ve 50 °C) ve
0,1 M’lik pH 7,0 fosfat tamponunda derisimi 0,5 mg/mL olan 5’er mL alkol
dehidrogenaz  ¢ozeltileri  hazirlandi.  Enzim  aktivitelerinin  dl¢limiinde
spektrofotometreye baglanan bir sirkiilatorlii su banyosundan yararlanildi. Serbest
ve immobilize alkol dehidrogenaz i¢in Esitlik 3.2 kullanilarak aktivite degerleri
hesaplandi. En yiiksek aktivite 100 kabul edilerek % aktivite degerleri bulundu.
Sicaklik degerlerine karsilik % aktivite degerleri grafige gecirilerek serbest ve
immobilize alkol dehidrogenaz i¢in optimum sicaklik degerleri belirlendi.

3.5.3. Serbest ve Immobilize Alkol Dehidrogenaz Aktivitesine Substrat
Derisiminin Etkisinin incelenmesi

Serbest ve immobilize alkol dehidrogenaz aktivitesine substrat derisiminin
etkisinin incelenmesi i¢in pH 7,0 fosfat tamponunda farkli substrat (fenilglioksilik
asit) derisiminde ¢ozeltiler hazirlandi. Farkli derisimdeki bu substrat ¢ozeltileri
(0,01; 0,025; 0,050; 0,075; 0,10 mol/L) kullanilarak serbest ve immobilize alkol
dehidrogenaz enzimleri ile aktivite Ol¢iimleri yapildi. Bunun igin 0,25 mL
1,0 x 10 M NADH, 1,25 mL 0,05 M Tris-HCI tamponu ve 0,1 mg/mL
derisiminde 0,25 mL alkol dehidrogenaz enzimi kor kiivetine, 0,25 mL 1,0 X 10°
M NADH, 1,0 mL 0,05 M Tris-HCI tamponu, 0,25 mL farkli derisimlerdeki
fenilglioksilik asit ve 0,1 mg/mL derisimde 0,25 mL alkol dehidrogenaz enzimi
ornek kiivetine konarak enzimin hizi NADH’in yiikseltgenmesine bagli olarak
spektrofotometrede 340 nm’de 3 dakika boyunca izlendi. Serbest ve immobilize
alkol dehidrogenaz enzimleri i¢in hiz degerleri hesaplanarak Lineweaver-Burk
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grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden yararlanarak serbest ve immobilize alkol
dehidrogenaz i¢in K, ve V.« degerleri hesaplandi.

3.54. Serbest ve Immobilize Alkol Dehidrogenaz Enzimlerinin Isil
Kararhhginin incelenmesi

Serbest ve immobilize alkol dehidrogenazin 1s1l kararliliginin incelenmesi igin 35
ve 45 °C’deki sicakliklarda aktivite dlglimleri yapildi. Serbest ve immobilize alkol
dehidrogenaz 35 ve 45 °C’deki su banyosunda 240 dakika tutuldu ve belirli
araliklarla aktivite l¢iimleri Boliim 3.5°de anlatildig1 gibi gerceklestirildi. Serbest
ve immobilize alkol dehidrogenaz i¢in bu sicakliklarda zamana karsi1 % aktivite
degerleri grafige gegirildi.

3.5.5. Serbest ve Immobilize Alkol Dehidrogenaz Enzimlerinin Depo

Kararhhginin incelenmesi

Serbest ve immobilize alkol dehidrogenazin depo kararliliginin incelenmesi igin
belli araliklarla 30 giin boyunca aktivite 6l¢timleri yapildi. Bu siire i¢inde serbest
ve immobilize alkol dehidrogenaz buzdolabinda +4 °C’de saklandi. Serbest ve
immobilize alkol dehidrogenaz i¢in yapilan aktivite dlglimlerinden zamana karsi
% aktivite grafikleri ¢izildi.

3.5.6. immobilize Alkol Dehidrogenaz Enziminin Islemsel Kararhhginn

incelenmesi

Immobilize alkol dehidrogenazin islemsel kararliliginin incelenmesi igin
immobilize enzim ile ard arda 10 kez aktivite dlglimleri yapildi. Her bir aktivite
Olgiimiinden sonra immobilize alkol dehidrogenaz pH 7,0 fosfat tamponu ile
yikand1 ve tekrar aktivite dl¢iimii icin kullamldi. Immobilize alkol dehidrogenaz
icin dongii sayisina karst % aktivite degerleri grafige gecirildi.

3.6. Mayadan Alkol Dehidrogenaz Enziminin Saflastirilmasi

Mayadan alkol dehidrogenaz enziminin saflastirilmasi i¢in 1,0 g kuru maya
(S. cerevisiae) 10,0 mL pH 7,5 fosfat tamponunda 1 saat manyetik karistirici
yardimi ile karistirildi. Daha sonra maya hiicreleri 1000 rpm’de 5 dakika
homojenizator yardimiyla pargalandi ve 10000 g’de 10 dakika santrifiijlenerek
maya homojenat1 ayrildi. Homojenatta protein tayini ve aktivite 6l¢limleri yapildi.



36

Elde edilen maya homojenatindan alkol dehidrogenaz enziminin saflastirilmasi
icin homojenat 10 kat seyreltildi. Seyreltik homojenattan 1,0 mL alinarak {izerine
4,0 mL pH 7,0 fosfat tamponu ilave edildi. Toplam hacmi 5,0 mL olan tampondaki
homojenat ¢ozeltisinden aktivite ve protein tayinleri i¢in 1,0 mL ayrildi. Kalan
4,0 mL ¢ozelti tizerine 2,0 mL Reaktif Green 19 baglh mag-nano-p(HEMA)
polimeri ilave edilerek 130 rpm’de 2 saat kanistirildi. iki saatin sonunda 1,0 mL
ornek alinarak 10 dakika 18000 g’de santrifiijlendi ve protein tayini yapilarak
baglanan protein miktar1 hesaplandi. Immobilize alkol dehidrogenaz enziminin
polimerden desorpsiyonu i¢in immobilize alkol dehidrogenaz 6,0 mL 1,0 M NaCl
cozeltisi ile 2 saat karistirildi. Desorpsiyon islemi sonunda elde edilen 6rnekte
protein tayini ve aktivite Olclimleri gerceklestirildi ve ornek elektroforeze
uygulandi.

3.6.1. Protein Tayini

Mayadan alkol dehidrogenaz enziminin saflastirilmasi isleminde protein tayini i¢in
Bradford yontemi (1976) kullamildi. Commassie Brillant Blue G-250, negatif
yiiklii olan ve proteindeki pozitif yiiklii gruplara se¢imli olarak baglanan bir
boyadir. Boya kirmizi (Amasx = 465 nm) ve mavi (A = 595 nm) formlarda
bulunur. Kirmizi form ¢6zeltideki haldir ve boya proteine baglandiginda mavi renk
olusur. Reaksiyon oldukgca tekrarlanabilir ve hizlidir. Iki dakika icinde renk olusur
ve bir saat kadar kararli kalir (Robty ve White, 1987).

Bradford yontemi ile protein tayini i¢in Bradford boya ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun
icin Commassie Brillant Blue G-250’nin 100 mg’t 50 mL % 95’lik etanolde
¢oziildii. Bu ¢ozeltiye 100 mL % 85°lik fosforik asit ilave edildi. Cozelti filtre
kagid ile siiziilerek saf su ile 1,0 L’ye tamamlandi. 2,5 mL Bradford ¢ozeltisi ve
50 pL saf su kor kiivetine, 2,5 mL Bradford ¢ozeltisi ve 50 pL protein ¢ozeltisi
ornek kiivetine konularak 5 dakika bekletildi. Daha sonra 595 nm’de absorbans
okundu.

3.6.2. SDS-PAGE Elektroforezinin Uygulanmasi

Mayadan elde edilen alkol dehidrogenaz enziminin safligi Laemmli (1970)
yontemine gére SDS-PAGE kullanilarak belirlendi. SDS-PAGE jel hazirligi ve
elektroforeze uygulama islemleri Arat (2007)’ye gore uygulandi. Elektroforez
camlar1 % 70’lik etanolle iyice yikandi. % 10’luk ayirma jeli i¢in 2,55 mL saf su,
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1,66 mL pH 8,8 ayirma tamponu (2,8 x 10° M SDS igeren 3,0 M Tris-baz
tamponu), 2,2 mL % 30’luk akrilamid/N,N'-metilenbis akrilamid ¢dzeltisi, 6 pL
TEMED ve 43 pL % 10’luk amonyum persiilfat karistirildi. Hazirlanan jel
mikropipet kullanilarak elektroforez camlar1 arasina dikkatlice dokiildii. Jelin
havayla temasini kesmek ig¢in % 70’lik etanolle jelin lizeri kapatildi ve jelin
polimerlesmesi icin 1 saat beklendi. Bir saatin sonunda jelin {izerindeki etanol
kurutma kagidz ile jele temas etmeden dikkatlice alindi. Daha sonra ayirma jelinin
tizerine % 5°lik yogunlastirma jeli dokiildii. Yogunlastirma jeli igin 965 pL saf su,
416 pL yogunlastirma tamponu (3,5 X 10™ SDS igeren 0,5 M Tris-baz tamponu),
278 pL % 30’luk akrilamid/N,N'-metilenbis akrilamid ¢ozeltisi, 1,7 uL TEMED
ve 17 pL % 10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi karistirildi ve elektroforeze
dokiildii. Tarak, jelde hava kabarcigi kalmamasina ve ayirma jeline degmemesine
dikkat edilerek jele yerlestirildi ve jelin polimerlesmesi i¢in 1 gece beklendi.

Jele uygulanacak ornek ve standart, pH 8,5 ornek tamponuyla (12,5 mL 1,0 M
pH 6,8 Tris-baz, 40 mL % 10’luk SDS, 20 mL gliserol, 2 mL % 2’lik brom fenol
mavisi, 5 mL % 5’lik B-merkaptoetanol) uygun oranlarda seyreltildikten sonra
kaynar su banyosunda 5 dakika bekletildi. Tarak jele zarar vermeden ¢ikarildi ve
kuyucuklara yaklasik 15 pL’lik saflastirmak istenen drnekler yiiklendi. Ornekler
jele yiiklendikten sonra jel tankin igine yerlestirildi. Kuyucuklar i¢inde kalacak
sekilde pH 8,5 yiiriitme tamponu (2,5 X 10% M Tris-baz, 0,2 M glisin, 3,5 x 10° M
SDS) ile dolduruldu. Giig kaynagi ile iist jele 100 V 20 mA, alt jele 200 V 40 mA
elektrik akimi uygulanarak elektroforez islemi 120 dakikada tamamlandi.

Elektroforetik yiirlitme tamamlandiktan sonra cam plakalar arasindan ¢ikarilan jel
Commasie Brillant Blue G-250 ¢6zeltisi igine alinarak bir gece bekletildi. Jel boya
¢ozeltisinden alinarak Once birinci yikama ¢ozeltisinde (400 mL metanol, 70 mL
asetik asit, 530 mL saf su ) ve daha sonra ikinci yikama ¢ozeltisinde (50 mL
metanol, 70 mL asetik asit, 880 mL saf su ) 3’er saat bekletildi.

3.6.2.1. Giimiis boyama

Gilimiis boyama ile elektroforez sonrasi belirgin olmayan protein bantlar1 100 kat
daha belirgin hale getirilip izlenebilir. Bunun igin elektroforez jeline asagidaki
islemler uyguland.
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Elektroforez jeli, A ¢ozeltisinde (50 mL metanol, 10 mL asetik asit, 40 mL saf su)
calkalamali su banyosunda 15 dakika bekletildi. Daha sonra B ¢ozeltisinde (5 mL
metanol, 7 mL asetik asit, 88 mL saf su) ve C ¢ozeltisinde (% 10’luk glutaraldehit)
15’er dakika bekletildi. Ardindan jel, cam bir kap icinde saf suda 2 saat kadar
bekletilerek durulandi. Durulamadan sonra mL’sinde 5,0 pg (DTT) dithiothreitol
olacak sekilde saf suda hazirlanmis ¢ozeltide 15 dakika bekletildi. Daha sonra %
I’lik AgNO; ¢ozeltisinden, taze olarak % 0,1°lik AgNO; ¢6zeltisi hazirlandi ve jel
bu ¢ozeltide 15 dakika calkalandi. Ardindan jel 10 mL hacmindeki saf su ile iki
kez durulandi ve bir miiddet gelistirme ¢ozeltisinde (% 3’lik sodyum karbonat
cozeltisine % 37’lik 25 mL formaldehit eklenmesiyle hazirlanan) bekletildi. Jel
dikkatlice izlendi ve bantlar istenilen koyuluga ulastifinda ortama durdurma
¢ozeltisi (2,3 M sitrik asit) eklendi. Jel su iginde saklandi ve fotografi ¢ekildi
(Walker, 2002).



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Reaktif Green 19 Bagh
Karakterizasyonu

4.1.1. FTIR (Fourier Transform Infrared Spektrofotometre) Olgiimleri
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Mag-Nano-p(HEMA) Polimerinin

Sentezlenen mag-nano-p(HEMA) polimerinin kimyasal yapisi Sekil 4.1°de

gosterilmisgtir.

Sekil 4.1. Mag-nano-p(HEMA) polimerinin kimyasal formiili
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Sekil 4.2. Reaktif Green 19 boyasinin kimyasal formiilii

Sekil 4.2°de gosterildigi gibi Reaktif Green 19, bir diklorotriazin boyasidir ve 6

adet siilfonik asit grubu ve

5 adet birincil ve ikincil amino gruplan igerir. Bu

caligmada Reaktif Green 19’un triazin halkasinin kloriirii ile mag-nano-p(HEMA)
nanoyapilarinin hidroksil grubu arasinda, alkali kosullar altinda NaCl’iin

eliminasyonu gerceklestirilmis ve Reaktif Green 19 boyast manyetik nanoyapilara
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baglanmistir. Reaktif Green 19'un mag-nano-p(HEMA) nanoyapilarina
baglanmasi, nanoyapilarin renk degisimiyle (yesil renk olusumu) gozlendigi gibi
FTIR spektrumlari ile de gosterilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. A) Mag-nano-p(HEMA); B) Reaktif Green 19 baghh mag-nano-
p(HEMA) polimerlerinin FTIR spektrumu

Mag-nano-p(HEMA) ve Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA)
nanoyapilarm -OH gruplarmin gerilme titresimleri 3500 cm™ civarinda, -C=0
gruplarinin gerilme titresimleri ise 1700 cm™ civarinda goriilmektedir. Boya bagli
nanoyapilarin FTIR spektrumunda 1080 cm™ ve 1160 cm™de goriilen bantlar
Reaktif Green 19’da bulunan S=O baginin simetrik gerilmesi ve S=0O baginin
asimetrik gerilmesinden kaynaklanmaktadir. 1578 cm™de goriilen bant ise boya

molekiiliindeki aromatik halkalardan dolayidir.
4.1.2. ESR (Elektron Spin Rezonans) Ol¢iimleri

Nanoyapilarinin =~ manyetik ~ o6zellikleri ESR  spektrometresi  kullanilarak
belirlenmistir. Nanoyapilara manyetik 6zellik kazandiran bilesenin (magnetit,
Fe;0,) varligr ESR ile incelenmis ve polimerin yapisina girdigini gosteren ESR
spektrumlar Sekil 4.4°de gosterilmistir. Ornege bir dis manyetik alan uygulanmasi
ornekte, dis manyetik alandan ¢ikarilacak veya dis manyetik alanla toplanacak bir
i¢ manyetik alan (Hyee) olusumuna neden olabilir. Elektronik manyetik alan
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tarafindan olusturulan yerel manyetik alan, etkin manyetik alanm (Heyin) Vermek
tizere dis manyetik alanla (Hg,) vektorel olarak toplanir:

Hetin = Hdls + Hyerel Esitlik 4.1
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Sekil 4.4. Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin ESR
spektrumu

Sekil 4.4’de de goriildiigii gibi manyetik nanoyapilara uygulanan dis manyetik
alanin siddeti arttikca nanoyapilarin miknatislanmasindan kaynaklanan yerel
manyetik alan siddeti artmaktadir. Dig manyetik alan siddetindeki artisin devam
ettirilmesi durumunda ise; yerel manyetik alan siddeti azalma egilimi gostermekte
(vektorel olarak ters yonde gergeklesmekte) ve rezonans manyetik alan degeri (H;)
olarak adlandirilan bir degerde sifira diismektedir. Dis manyetik alan siddetinin
artmasiyla birlikte, yerel manyetik alan siddeti tekrar artmaya baslamakta ve siniis
egrilerine benzer bir etkin manyetik davramis gozlenmektedir. Manyetik
polimerlerde H, degeri, polimerik malzemelerdeki manyetik bilesenlerin
uyarilmasi igin birim polimer kiitlesi bagina gerekli olan dis manyetik alani ifade
etmektedir. Bu deger, 2844 G olarak bulunmustur. Caligma kapsaminda hazirlanan
nanoyapilar i¢in g faktorii degeri 2,299 olarak hesaplanmistir. Bu deger
sentezlenen nanoyapilarin manyetik 6zellik kazandigini géstermektedir. Bu sonuca
gore hazirlanan nanoyapilarin manyetik 6zellikte oldugu sdylenebilir.
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Manyetik polimerlerin degerlendirilmesinde kullanilan bir diger parametre de,
molekiillerin kantitatif karakterlerini gosteren g faktorii degerleridir. Bilinmeyen
bir sinyal i¢in g faktdriiniin hesaplanmasi sinyalin kaynagini belirleme bakimindan
onemlidir. Literatirde Fe** icin (diisiik ve yiiksek spin kompleksleri) g faktorii
degerleri sirasiyla 1,4-3,1 ve 2,0-9,7 araliklarinda rapor edilmistir (Sar1 vd., 2006).
Manyetik malzemelerin g faktorlerinin hesaplanmasi igin asagidaki esitlik
kullanilmaktadir:

g=h.v/B.H, Esitlik 4.2

Bu esitlikte, h: Planck sabiti (6,626 x 107" erg/s); B: evrensel sabit
(9,274 x 107 erg/G); v: frekans (9,707 x 10° Hz) ve H,; manyetik alan
rezonansidir (G).

4.1.3. SEM (Taramal Elektron Mikroskobu) Ol¢iimleri

SEM ile sentezlenen boya bagli nanoyapilarin yiizey morfolojisi incelenmistir.
Sekil 4.5°de gosterilen SEM fotografindan, sentezlenen yapilarin kiiresel yapida ve

benzer boyutlarda oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.5. Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin SEM fotografi
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4.1.4. EDX (Enerji Dagimh X-151m) Analizi

Boya bagli nanoyapilarin elementel analizi, SEM’nda EDX analizi kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Elde edilen EDX spektrumlart Sekil 4.6’da gosterilmistir.
Polimerik yapiya boyanin katildigi EDX spektrumunda kiikiirt atomunun varlig
ile gorilmistiir. Bu analizde aletten okunan % kiikiirt degerinden yararlanarak
polimerdeki boyanin miktar1 stokiyometrik olarak hesaplanmis ve polimerin boya
icerigi 63,5 pmol/g olarak bulunmustur.

cps/eV

Sekil 4.6. Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin EDX
spektrumu

4.1.5. AFM (Atomik Kuvvet Mikroskobu) Ol¢iimleri

Nano boyuttaki yapilarin boyut ve ylizey 6zelliklerinin incelenmesinde SEM’nun
yani sira AFM’nun kullanilmas1 daha yaygindir. Sentezlenen nanoyapilarin AFM
fotograflar1 Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de gosterilmistir. Bu fotograflardan sentezlenen
yapilarin nano boyutta (yaklasitk 70 nm), kiiresel ve es boyutlarda oldugu
goriilmektedir.
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Hedaht Angle Surface Normal Clear Calculator

Sekil 4.7. Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin AFM fotografi

Sekil 4.8. Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin ii¢ boyutlu
AFM fotografi
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4.2. Reaktif Green 19 Bagh Mag-Nano-p(HEMA) Polimerine Alkol
Dehidrogenaz Adsorpsiyonu ve Desorpsiyonu Kosullarinin
Incelenmesi

4.2.1. Alkol Dehidrogenaz Adsorpsiyonuna pH’mn Etkisinin Incelenmesi

Sekil 4.9°da alkol dehidrogenaz adsorpsiyonuna pH’in etkisi gosterilmistir.
Sekilden asidik ve bazik pH’larda adsorpsiyonun Onemli miktarda azaldigi
goriilmektedir. Bu sonu¢ ortam pH’imin alkol dehidrogenaz adsorpsiyonunda
onemli bir parametre oldugunu gostermektedir. Alkol dehidrogenaz enziminin
Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) nanoyapilarma farkli pH’lardaki
adsorplanma kapasitesi, enzimin iyonlagsma durumuyla ve enzim ile nanoyapilar
arasindaki itici elektrostatik kuvvetlerle iliskilendirilebilir. Birbirine yakin olarak
adsorplanmig alkol dehidrogenaz molekiilleri arasindaki lateral elektrostatik
itmelerdeki artis nanoyapilarin  adsorpsiyon etkinligini azaltabilir. Alkol
dehidrogenazin izoelektrik pH’1 5,4’tiir (Zhang vd., 2000) ve bu pH’da alkol
dehidrogenazin net yiikii sifirdir. Sulu ¢ozeltilerdeki maksimum adsorpsiyon
genellikle o enzimin izoelektrik pH’inda goézlenir. Ancak bu ¢alismada maksimum
alkol dehidrogenaz adsorpsiyonu pH 7,0’de gozlenmistir. Izoelektrik noktanin
iizerindeki bu noktada enzim negatif yiikliidiir. ilaveten bu pH’da Reaktif Green
19 boyasi da tasidigr siilfonat gruplarindan dolayi negatif yiikliidiir. pH 7,0’de
maksimum adsorpsiyonun gozlenmesi, baglanmadaki baskin gii¢lerin elektrostatik
etkilesimlerin yani sira hidrofobik etkilesimler oldugunu gostermektedir (Shentu
vd., 2005).

Sekil 4.9’da gorildigi gibi pH 7,0’de mag-nano-p(HEMA) polimerine alkol
dehidrogenaz adsorpsiyonu 17,29 mg/g polimer iken Reaktif Green 19 bagli mag-
nano-p(HEMA) polimerine alkol dehidrogenaz adsorpsiyonu 176,09 mg/g polimer
olarak bulunmustur. Boya baglamas1 ile adsorpsiyonda oOnemli bir artig

gozlenmistir.
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Sekil 4.9. Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin alkol
dehidrogenaz adsorpsiyonuna pH’in etkisi. Baslangic alkol
dehidrogenaz derisimi: 0,5 mg/mL; inkiibasyon siiresi: 2 saat;
sicaklik: 25 °C

4.2.2. Alkol Dehidrogenaz Adsorpsiyonuna Alkol Dehidrogenaz Baslangic
Derisiminin Etkisinin incelenmesi

Sekil 4.10’da Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) nanoyapilarina alkol
dehidrogenaz adsorpsiyonuna, alkol dehidrogenaz baslangi¢c derisiminin etkisi
gorlilmektedir. Adsorpsiyon alkol dehidrogenaz derisimine bagli olarak artmakta
ve maksimum adsorpsiyon 0,5 mg/mL alkol dehidrogenaz derisiminde
gozlenmektedir. Boya tasimayan mag-nano-p(HEMA) nanoyapilarina spesifik
olmayan alkol dehidrogenaz adsorpsiyonu ise ihmal edilebilir diizeyde diisiik
bulunmustur.

Enzim tastyict materyallerin  boyutlarindaki kiiclilme genelde immobilize
enzimlerin etkinligini arttirabilir. Yiizeye baglanma durumunda, daha kiiciik
partikiiller enzimlerin baglanmasi i¢in daha genis ylizey alani sunar ve
partikiillerin birim kiitlesi bagina daha fazla enzim yiiklenmesi miimkiin olur (Kim
vd., 2006). Maya alkol dehidrogenaz enziminin adsorpsiyon yoluyla
immobilizasyonuna iligkin literatiirde sunulmus ¢ok az sayida c¢alisma
bulunmaktadir. Trivedi vd. (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada maya alkol
dehidrogenaz enzimi, milimetre boyutunda ve gozeneksiz Celite 545, Celite 503
ve poliamid gibi cam kiirelere adsorpsiyon yoluyla immobilize edilmis ve
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maksimum alkol dehidrogenaz yiiklemesi 0,0055 mg protein/mg destek olarak
bulunmustur. Bu calismada manyetik nanoyapilar kullanilarak maksimum alkol
dehidrogenaz adsorpsiyonu 0,5 mg/mL alkol dehidrogenaz derisiminde
176,09 mg/g polimer olarak bulunmustur.
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Sekil 4.10. Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin alkol
dehidrogenaz adsorpsiyonuna alkol dehidrogenaz derisiminin etkisi.
pH: 7,0; inkiibasyon siiresi: 2 saat; sicaklik: 25 °C

4.2.3. Alkol Dehidrogenaz Adsorpsiyonuna Sicakligin Etkisinin incelenmesi

Protein ligand etkilesimlerinde sicakligin etkisi olduk¢a 6nemlidir. Sekil 4.11°de
alkol dehidrogenaz adsorpsiyonuna sicakligin etkisi goriilmektedir. Sicakligin
artmasiyla gram polimer bagina adsorplanan alkol dehidrogenaz miktar
artmaktadir. 25 °C’de adsorplanan alkol dehidrogenaz miktar1 176,09 mg/g
polimer iken 50 °C’de adsorplanan alkol dehidrogenaz miktar1 244,15 mg/g
polimer olarak bulunmustur. Sicakliga bagli olarak adsorpsiyonda gériilen bu artig
proteinde gomiilii olarak bulunan amino asit birimlerinin agiga ¢ikmasi ve ligand
protein etkilesimlerinin artmasindan kaynaklanabilir. Boyalarin ligand olarak
kullanildigt  benzer Dbircok c¢alismada sicakliga bagli olarak protein
adsorpsiyonunun arttigi goriilmiistiir. Ornegin, Bayramoglu ve Arica (2002)
tarafindan yapilan bir caligmada ligand olarak Procion Green H-4G (Reaktif Green
5) kullanilmis ve sicakliga bagli olarak lizozim adsorpsiyonunun arttigi rapor
edilmistir.
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Sekil 4.11. Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin alkol
dehidrogenaz adsorpsiyonuna sicakligin etkisi. Baslangi¢ alkol
dehidrogenaz derisimi: 0,5 mg/mL; pH: 7,0; inkiibasyon siiresi: 2 saat

4.2.4. Alkol Dehidrogenaz Adsorpsiyonuna Iyonik Siddetin Etkisinin
incelenmesi

Sekil 4.12°de alkol dehidrogenaz adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi
gosterilmigtir. Sekilden iyonik siddetin artmasiyla adsorpsiyon kapasitesinin
azaldign goriilmektedir. Iyonik siddet 0,01°den 0,1’¢ arttirildiginda manyetik
nanoyapilarin adsorpsiyon kapasitesi yaklasik % 32 oraninda azalmigtir. Bu
azalma boya bagli manyetik nanoyapilar ve enzim molekiilleri arasindaki itici
elektrostatik etkilesimler nedeniyle olabilir. Tuz derisimi arttiginda, tuzun sodyum
iyonlar1 ile boyanin deprotonlanmig siilfonik asit gruplarinin nétralizasyonu
gerceklesir ve bu da diisiik protein adsorpsiyonuna sebep olur. Benzer bir etki
Zhang vd. (2006) tarafindan yapilan bir ¢aligmada gosterilmistir. Bu aragtiricilar
Cibacron Blue F3GA bagh kitosan mikrokiirelere sigir serum albumin proteininin
adsorpsiyonunu gergeklestirmisgler ve iyonik siddetin artmasiyla adsorpsiyonun
azaldigim rapor etmislerdir.
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Sekil 4.12. Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin alkol
dehidrogenaz adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi. Baslangi¢ alkol
dehidrogenaz derisimi: 0,5 mg/mL; pH: 7,0; inkiibasyon siiresi:
2 saat; sicaklik: 25 °C

4.2.5. Adsorpsiyon Izotermleri

Adsorban ve adsorplanan arasindaki denge iliskileri, genellikle sabit sicakliktaki
denge durumunda, adsorplanan miktar ile ¢ozeltide kalan arasindaki orani veren
adsorpsiyon izotermleri ile tanimlanir. Langmuir ve Freundlich izotermleri sik¢a
kullanilan izotermlerdir.

Langmuir izoterm modeli, esit ulasilabilir adsorpsiyon bolgeleri, tek tabakali
yiizey kaplama ve adsorplanan tiirler arasinda etkilesim olmamasi gibi homojenite
varsayimi temeline dayanmaktadir (Mohann vd., 2006). Bu model asagidaki
esitlikle tanimlanir.

Oeq=Clmax-D. Ceq/ (1+0.Ceq) Esitlik 4.3

Burada g, denge aninda adsorbana bagli alkol dehidrogenaz derisimi (mg/g); Ceq,
cozeltideki denge alkol dehidrogenaz derisimi (mg/mL); b, Langmuir sabiti
(mL/mg, adsorpsiyon serbest enerjisi veya net entalpisi ile ilgili bir sabittir) ve
Omax, Maksimum alkol dehidrogenaz adsorpsiyon kapasitesidir (mg/g). Bu esitlik
asagidaki gibi lineerlestirilebilir:
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Ceq/qeqzllqmax-b + Ceq/qmax Esitlik 4.4

Ceq’a karst Ceg/0eq grafige gegirildiginde olusan dogrunun kesimi 1/qmax.b’yi, egimi

1/Qmax’1 verir.

Sekil 4.13’te Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin alkol
dehidrogenaz adsorpsiyonunun Langmuir adsorpsiyon izotermi goriilmektedir.
Grafigin egimi ve kesiminden maksimum alkol dehidrogenaz adsorpsiyon
kapasitesi (Qmax) 243,90 mg/g, Langmuir sabiti (b) 5,86 mL/mg olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.13. Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin alkol
dehidrogenaz adsorpsiyonunun Langmuir adsorpsiyon izotermi.
pH: 7,0; inkiibasyon siiresi: 2 saat; sicaklik: 25 °C

Freundlich izoterm modeli, genellikle heterojen adsorpsiyon sistemlerine
uygulanir. Adsorplanan maddenin miktari, tiim bolgelerdeki adsorpsiyonun
toplamidir. Freundlich izotermi geri donisiimlii adsorpsiyonu tanimlar ve tek

tabakanin olusumu ile sinirlandirilamaz (Proctor ve Toro-Vazquez, 1996).
Ge= Kr.(Ceq) " Esitlik 4.5

Burada e, denge aninda adsorpsiyonun birim kiitlesi bagma adsorplanan alkol
dehidrogenaz miktar1 (mg/g); Ceq ¢Ozeltideki alkol dehidrogenazin denge
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derisimi (mg/mL); K¢, adsorbanin bagil adsorpsiyon kapasitesi sabiti (mg/g); 1/n,
adsorpsiyon siddeti sabitidir. Bu esitlik asagidaki gibi lineerlestirilebilir:

1090eq= logKs+1/n.10gCeq Esitlik 4.6

logCeq’e karst logqeq grafige gegirildiginde olusan dogrunun egimi 1/n’i, kesimi
logKy¢'yi verir (Uygun, 2008).

Sekil 4.14’de Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin alkol
dehidrogenaz adsorpsiyonunun Freundlich adsorpsiyon izotermi goriilmektedir.
Grafigin egiminden 1/n degeri 0,6003 ve kesiminden ise K¢ degeri 316,08 mg/g
olarak bulunmustur. 1/n degerinin 1’den kii¢iik olmasi adsorpsiyonun istemliligini

gostermektedir.
2,5 A
. .
2,0 A
15 - ¢
S 10 -
°
y =0,6003x + 2,4998
0,5 A 2
R =0,9154
0,0 T T T T T I
1,4 1,2 -1,0 -0,8 06 0,4 -0,2
logCeq

Sekil 4.14. Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin alkol
dehidrogenaz adsorpsiyonunun Freundlich adsorpsiyon izotermi.
pH: 7,0; inkiibasyon siiresi: 2 saat; sicaklik: 25 °C

Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’deki adsorpsiyon izotermi grafiklerinin korelasyon
katsayilart (0,9573; 0,9154) karsilastinnldiginda deneysel verilerin Langmuir
adsorpsiyon izotermine uygunlugu goriilmektedir.
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4.2.6. Reaktif Green 19 Bagh Mag-Nano-p(HEMA) Polimerinden Alkol
Dehidrogenaz Enziminin Desorpsiyonu ve Polimerin Tekrar
Kullanilabilirliginin incelenmesi

Destek materyali seciminde dikkat edilecek onemli hususlardan birisi destegin
defalarca kullanilabilir olmasidir. Bu calismada sentezlenen destegin tekrar
kullanilabilirligini aragtirmak icin alkol dehidrogenaz enziminin Reaktif Green 19
baghh mag-nano-p(HEMA) nanoyapilarina adsorpsiyon ve ardindan desorpsiyon
islemleri 5 dongii boyunca tekrar edilmistir. Desorpsiyon oran1 % 98,4 olarak
bulunmustur. Sekil 4.15°de goriildiigi gibi 5 dongii boyunca adsorplanan alkol
dehidrogenaz miktarinda 6nemli bir azalma gézlenmemistir.
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Sekil 4.15. Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerinin alkol
dehidrogenaz adsorpsiyonu icin tekrar kullanilabilirligi. pH: 7,0;
inkiibasyon siiresi: 2 saat; sicaklik: 25 °C

4.3. Alkol Dehidrogenaz Aktivitesi Ol¢iimii

4.3.1. Serbest ve immobilize Alkol Dehidrogenaz Enziminin Aktivitesine pH
Etkisinin incelenmesi

Serbest ve immobilize alkol dehidrogenaz aktivitesine pH’in etkisi pH 4,0-9,0
araliginda incelenmistir. Aktivite Olgiimleri fenilglioksilik asit substrati
kullanilarak gergeklestirilmistir. Alkol dehidrogenaz enzimleri kaynagina ve
aktivite 6l¢iimlerinde kullanilan substrata bagli olarak farkli optimum pH degerleri
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gosterir. Zhou vd. (2010) tarafindan yapilan bir ¢aligmada fenilglioksilik asit
substrat1 kullanilarak S. cerevisiae alkol dehidrogenaz enziminin optimum pH’1
6,8 olarak bulunmustur. Yapilan bu ¢aligmada ise hem serbest hem de immobilize
alkol dehidrogenaz enzimlerinin optimum pH’t 8,0 olarak bulunmustur.
Immobilizasyonla enzimin optimum pH’1 degismezken, immobilize enzimin
pH 7,0-8,0 araliginda serbest enzime gore daha kararli bir yapi1 gosterdigi

bulunmustur.

120 -
100 -
80 -
60 -
40

% Aktivite

20 A

0 T T T T T T 1
30 4,0 50 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0
pH —e— Serbest Alkol Dehidrogenaz

—=— mmobilize Alkol Dehidrogenaz

Sekil 4.16. Serbest ve Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerine
immobilize edilmis alkol dehidrogenaz aktivitesine pH’1n etkisi

4.3.2. Serbest ve Immobilize Alkol Dehidrogenaz Aktivitesine Sicakh@in
Etkisinin incelenmesi

Serbest ve immobilize alkol dehidrogenaz enzimlerinin aktivitesi 4-50 °C arasinda
6 farkli sicaklikta incelenmistir. Sekil 4.17’den immobilize enzimin serbest enzime
gore diisiik ve yliksek sicakliklarda aktivitesinin biraz daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Hem serbest hem de immobilize alkol dehidrogenaz enzimlerinin
sicakligt 25 °C bulunmustur. Enzimler bir destege immobilize edildiklerinde
genellikle optimum sicaklik degeri yiikselir ve bu endiistriyel olarak bazi
avantajlar sunar. Ancak bu caligmada immobilizasyonla optimum sicaklik
degismemistir. S. cerevisiae alkol dehidrogenaz enzimi i¢in yakin bir optimum
sicaklik degeri Li vd. (2010) tarafindan rapor edilmistir. Bu aragtiricilar hem
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serbest hem de immobilize alkol dehidrogenaz i¢in optimum sicaklik degerini
30 °C olarak rapor etmislerdir.
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Sekil 4.17. Serbest ve Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerine
immobilize edilmis alkol dehidrogenaz aktivitesine sicakligin etkisi

4.3.3. Serbest ve Immobilize Alkol Dehidrogenaz Aktivitesine Substrat
Derisiminin Etkisinin incelenmesi

Enzim katalizinde bir enzimin kinetik parametrelerini belirlemek o enzimin
etkinliginin ifadesi agisindan olduk¢a oOnemlidir. Bu c¢alismada serbest ve
immobilize alkol dehidrogenaz enzimlerinin kinetik sabitleri olan Michaelis sabiti
(Km) ve maksimum hiz (Vi) fenilglioksilik asit substrati kullanilarak
belirlenmistir. Sekil 4.18’de ve Sekil 4.19°da serbest ve immobilize alkol
dehidrogenaz enzimleri igin ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri, Cizelge 4.1°de ise
bu grafikler kullanilarak tespit edilen kinetik sabitler goriilmektedir.

Enzimler bir deste§e immobilize edildiklerinde destegin tabiati, sistemin
heterojenligi ve substratin enzime ulasilabilirligi gibi faktorlerden dolay: kinetigi
farklanir. Yapilan bu calismada serbest ve immobilize alkol dehidrogenaz
enzimlerinin K, degerleri sirasiyla 0,040 ve 0,073 mol/L olarak bulunmustur. K,
degeri bir enzimin substratina olan ilgisi olarak bilinir (Park vd., 2005) ve
immobilizasyondan sonra genellikle K ’de bir artis beklenir. Bu ¢alismada da
benzer bir durum yani K, degerinde bir artis yani immobilize alkol dehidrogenaz
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enziminin substrata ilgisinin azalmasi goriilmektedir. Vi, enzimin timi
substratina doygun oldugundaki olast en yiiksek hizdir ve bu parametre
immobilize enzimin gergek 6zelliklerini yansitir, fakat difiizyonel smirlamalardan
etkilenir (Reshmi vd., 2007). Bu ¢aligmada immobilize alkol dehidrogenazin V ma
degeri (0,460 pmol/dak), serbest alkol dehidrogenazin V., degerinden
(0,249 umol/dak) daha vyiiksek bulunmustur. Immobilizasyonla enzimlerin
maksimum hizlariin artabilecegi Pahujani vd. (2008) tarafindan yapilan bir lipaz
immobilizasyonu c¢aligmasi ile de gosterilmistir. Ancak bir enzimin
immobilizasyonla davranigin1 tahmin etmede kg, degeri (turnover sayisi), Vs V€
K degerlerinden daha yararhidir. Bu ¢alismada elde edilen kg degerleri serbest ve
immobilize alkol dehidrogenaz igin incelendiginde serbest alkol dehidrogenaz
enziminin Keg degeri 1402 dak™ iken immobilize alkol dehidrogenaz enziminin K
degeri 736 dak™ olarak hesaplanmustir. ke, degerindeki bu diisiis, enzimin birim
zamanda iriine ¢evirdigi molekiil sayisinda azalma oldugunu gostermektedir. Bu

durum immobilize enzimler i¢in genellikle beklenen bir durumdur.
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Sekil 4.18. Serbest alkol dehidrogenaz enzimi igin Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.19. Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerine immobilize
edilmis alkol dehidrogenaz enzimi i¢in Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.1. Serbest ve Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerine
immobilize alkol dehidrogenaz i¢in kinetik sabitler

Enzim Ko (MOI/L) Vi (umol/dak) ke (dak™)
Serbest alkol dehidrogenaz 0,040 0,249 1402
Immobilize alkol dehidrogenaz 0,073 0,460 736

4.3.4. Serbest ve Immobilize Alkol Dehidrogenaz Enzimlerinin Isil

Kararhhiginin incelenmesi

Serbest ve immobilize alkol dehidrogenazin kararliligi iizerine sicakligin etkisi
Sekil 4.20 ve Sekil 4.21°de goriilmektedir. 35 °C’de 240 dakika boyunca 1s1yla
muamele edildikten sonra serbest alkol dehidrogenaz baslangig¢ aktivitesinin
% 31’ini korurken, immobilize alkol dehidrogenaz % 52’sini korumustur.
45 °C’de ise serbest alkol dehidrogenaz baslangi¢ aktivitesinin % 34’ini korurken,
immobilize alkol dehidrogenaz % 56’sini korumustur. Bu sonuglar immobilize
alkol dehidrogenazin serbest alkol dehidrogenaza gore 1sil kararliliginin daha
yiksek oldugunu gostermektedir. S. cerevisiae alkol dehidrogenaz enziminin
immobilizasyonla 1s1l kararliliginin arttigi Zhou vd. (2010) tarafindan yapilan bir
caligmada da gosterilmistir. Endiistride islemlerin ¢ogu oda sicakliginda ve daha
yiikksek sicakliklarda  gergeklestirilir.  Genellikle immobilizasyon yiiksek
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sicakliklarda enzimin kararliligimi arttirir ve bu immobilize enzimleri endiistriyel

olarak daha yararli ve ekonomik kilar.
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Sekil 4.20. Serbest ve Reaktif Green 19 baglhh mag-nano-p(HEMA) polimerine
immobilize edilmis alkol dehidrogenaz aktivitesinin 35 °C’de zamana

bagli olarak degisimi
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Sekil 4.21. Serbest ve Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerine
immobilize edilmis alkol dehidrogenaz aktivitesinin 45 °C’de zamana

bagli olarak degisimi
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4.3.5. Serbest ve Immobilize Alkol Dehidrogenaz Enzimlerinin Depo
Kararhhginin incelenmesi

Serbest ve immobilize alkol dehidrogenaz enzimlerinin 4 °C’de 30 giin boyunca
saklanmis ve aktivite dl¢iimleri yapilarak depo kararliliklar1 incelenmistir. Serbest
alkol dehidrogenaz 15. giiniin sonunda aktivitesinin % 16’sm1 korurken
immobilize alkol dehidrogenaz % 34’iinii korumustur (Sekil 4.22). Boya bagh
nanoyapilara immobilize edilmig S. cerevisiae alkol dehidrogenaz enziminin
serbest enzime gore zamana bagli olarak aktivitesindeki azalma daha yavastir. Bu
sonuglardan immobilize enzimin serbest enzime gore daha iyi depo kararliligina

sahip oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.22. Serbest ve Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerine
immobilize edilmis alkol dehidrogenaz enzimlerinin depo kararlihig:.
Sicaklik 4 °C

4.3.6. immobilize Alkol Dehidrogenaz Enziminin Islemsel Kararhhgimm

Incelenmesi

Immobilize enzimlerin islemsel kararliligi, segilen tasiyicinin ya da metodun
etkinligini degerlendirmede oldukc¢a Onemlidir. Bu ¢alismada immobilize alkol
dehidrogenaz enziminin 25 °C’de ard arda aktivite Ol¢limii yapilarak islemsel
kararlilig1 incelenmistir. immobilize alkol dehidrogenaz enzimi 10 dongiiden sonra
aktivitesinin % 79’unu korumustur (Sekil 4.23). Aktivitedeki bu hafif diisis,

kullanimlar sirasinda meydana gelen alkol dehidrogenaz inaktivasyonundan
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kaynaklanabilir. 10 dongii sonunda elde edilen sonu¢ immobilize alkol
dehidrogenazin islemsel kararliliginin yiiksek oldugunu gostermistir. Zhou vd.
(2010) tarafindan manyetik nanoyapilara S.  cerevisiae alkol dehidrogenaz
enziminin immobilizasyonu ile ilgili yapilan bir ¢alisgmada immobilize alkol
dehidrogenaz enziminin 6 kullanim sonundaki aktivitesi % 39 olarak bulunmustur.
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100 7 ’—‘\‘\‘_‘\0\‘\‘_‘\‘
80 A
2
S 601
kv
< 40+
X
20
O 1 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12
Dongii Sayis1

Sekil 4.23. Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerine immobilize
edilmis alkol dehidrogenaz enziminin islemsel kararlilig

4.4. Mayadan Alkol Dehidrogenaz Enziminin Saflagtirilmasi

Bu calismada oncelikle alkol dehidrogenaz enziminin boya bagli manyetik
nanoyapilara adsorpsiyonu ve desorpsiyonu kosullari arastirilmigtir. Daha sonra
boya bagli manyetik nanoyapilar kullanilarak S. cerevisiae alkol dehidrogenaz
enziminin saflagtirilmast  gerceklestirilmistir. Yapilan saflagtirma islemleri
sonunda 1/10’luk seyreltme ile hazirlanan maya 6rneginden alkol dehidrogenaz
enzimi % 71,26 aktivite verimi ile 45,63 kat saflagtinllmistir (Cizelge 4.2).
Enzimin safligim gostermek icin SDS-PAGE gergeklestirilmis ve ardindan jel
giimiis ile boyanmustir. Gliimiis boyama ile maya Orneginden elde edilen alkol
dehidrogenaz enziminin varhigi gosterilmistir (Sekil 4.24). Maya kaynakli alkol
dehidrogenaz enziminin saflastirilmasina iliskin literatiirde ¢ok sayida caligsma
bulunmaktadir. van lersel vd. (1997), S. cerevisiae var. uvarum W34’ten NADP*
bagimli uzun ve dallannmis substrat Ozgilliigli gosteren alkol dehidrogenaz
enzimini Q-Sepharoz, fenil Sepharoz ve Red Agaroz desteklerini kullanarak
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saflagtirmiglardir. Bu arastiricilar Q-Sepharoz ile alkol dehidrogenaz enziminin
% 62 verim ile 43 kat saflastirildigini rapor etmislerdir. Willoughby vd. (1999)
maya alkol dehidrogenaz enzimini saflastirmak i¢in immobilize metal afinite
kromatografisini kullanmiglardir. Onlar farkli eliisyon tamponlarin1 kullanmislar
ve alkol dehidrogenaz enzimini % 78 verimle 8 kat saflastirmislardir. Zhang vd.
(2000) tarafindan maya alkol dehidrogenaz enziminin saflagtirilmasi, katyonik
surfaktanlarla olusturulmus ters misel yapilar kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu
arastiricilar saflastirma islemleri sonucunda alkol dehidrogenaz enzimini % 90’1
tizerinde aktivite verimi ile 3 kat saflagtirilmig olarak elde ettiklerini rapor
etmislerdir. Hidayat vd. (2003), boya-metal afinite ayirimi ile mayadan alkol
dehidrogenaz enzimini % 76 verim ile 8 kat saflastirmiglardir. Mondal vd. (2003),
Cibacron Blue 3GA-k-karragenan konjugati ile mayadan alkol dehidrogenaz
enzimini saflastirmiglardir. Elde edilen enzimin % 58 wverim ile 13 kat
saflastirildigini  ifade etmislerdir. Madhusudhan vd. (2008) sulu ikili faz
ekstraksiyonu yontemiyle mayadan alkol dehidrogenaz enzimini % 93 aktivite
verimi ile 6,6 kat saflastirabilmislerdir.

Yukarida tartigmasi yapilan literatiir sonuclari da dikkate alindiginda bu tezde
hazirlanan Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) nanoyapilarinin,
S. cerevisiae’den alkol dehidrogenaz enzimini saflastirmada oldukea iyi bir destek

materyali oldugu goriillmektedir.
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Cizelge 4.2. Maya alkol dehidrogenaz enziminin Reaktif Green 19 bagh
mag-nano-p(HEMA) ile saflastirilmasi

Total Spesifik
Saflastirma . Aktivite P o % Saflastirma
Protein . Aktivite .
Adim (Unite) . Verim  Katsayisi
(mg) (Unite/mg)
1/10 oraninda
seyreltilmig
maya 1,47 0,268 0,182 100 1
Reaktif Green 19
bagli mag-nano-  op3 0,191 8,304 71,26 45,63

p(HEMA) ile
saflagtirilan alkol
dehidrogenaz

205 kDa —»

116 kDa —
97 kDa —
66 kDa —

45 kDa —

29 kDa —

Sekil 4.24. Mayadan alkol dehidrogenaz enziminin saflastirilmasina iligkin
giimiisle boyanmig SDS-PAGE analizi. 1: standartlar; 2 ve 3: ticari
alkol dehidrogenaz; 4 ve 5: 1/10 oraninda seyreltilmis maya;
6: S. cerevisiae’den saflastirilmis alkol dehidrogenaz
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5. SONUC

Y/
0'0

Y/
0'0

Bu calismada, alkol dehidrogenaz enziminin immobilizasyonu ve
saflagtirilmasi igin yeni bir destek materyali olarak Reaktif Green 19 bagh
mag-nano-p(HEMA) polimeri emiilsiyon polimerizasyonu teknigi ile
sentezlenmistir.

Reaktif Green 19 boyasinin mag-nano-p(HEMA) polimerik yapisina katildig
FTIR spektrumlar alinarak gosterilmistir.

Sentezlenen nanoyapilarin manyetik 6zellik kazandigi ESR olgiimleri ile

saptanmuigtir.

SEM ve AFM fotograflart ile sentezlenen yapilarin kiiresel yapida, 70 nm
capinda ve es boyutlarda oldugu gézlenmistir.

Sentezlenen polimerik yapiya katilan Reaktif Green 19 boyasinin miktari
SEM’da EDX analizi ile degerlendirilmis ve 63,5 umol/g polimer olarak
hesaplanmustir.

Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerine alkol dehidrogenaz
adsorpsiyonu farkli pH c¢ozeltilerinde (pH 4,0-5,0 asetat tamponu;
6,0-8,0 fosfat tamponu; 9,0 karbonat tamponu; 100 mM) incelenmis ve
maksimum alkol dehidrogenaz adsorpsiyonu 0,5 mg/mL alkol dehidrogenaz
derisiminde ve pH 7,0 fosfat tamponunda 176,09 mg/g polimer olarak

bulunmustur.

Mag-nano-p(HEMA)  polimerine  non-spesifik  alkol  dehidrogenaz
adsorpsiyonu 17,29 mg/g polimer olarak belirlenmistir.

Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerine alkol dehidrogenaz
adsorpsiyonuna sicakligin etkisi 4-50 °C araliginda incelenmis ve sicaklik
artis1 ile adsorplanan alkol dehidrogenaz miktarinin da arttigi goriilmiistiir.
25 °C’de adsorplanan alkol dehidrogenaz miktar1 176,09 mg/g polimer iken
50 °C’de bu deger 244,15 mg/g polimer olarak bulunmustur.

Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerine alkol dehidrogenaz
adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi farkli derisimlerdeki NaCl ¢ozeltileri
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kullanilarak incelenmis ve tuz derisiminin artmasiyla adsorplanan alkol
dehidrogenaz miktarinin azaldig1 gézlenmistir.

Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerine alkol dehidrogenaz
adsorpsiyonuna iligkin adsorpsiyon izotermleri (Langmuir ve Freundlich)
incelendiginde, Langmuir adsorpsiyon izoterminin bu boya afinite adsorpsiyon
sistemine uygun oldugu goriilmiistiir.

Reaktif Green 19 baglh mag-nano-p(HEMA) polimerinden alkol
dehidrogenazin desorpsiyonu, desorpsiyon ajani olarak 1,0 M’lik NaCl
cozeltisi kullamlarak aragtirilmistir. Desorpsiyon oram1 % 98,4 olarak
bulunmug ve 5 adsorpsiyon-desorpsiyon adimindan sonra adsorplanan alkol
dehidrogenaz miktarinda 6nemli bir azalma gozlenmemistir.

Gergeklestirilen bu tez ¢alismast Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA)
polimeri kullanilarak alkol dehidrogenaz enziminin saflagtirilmasina iligkin bir
calisma olmakla birlikte ayni zamanda bir immobilizasyon c¢aligmasidir. Bu
sebeple serbest ve immobilize alkol dehidrogenaz enzimlerinin aktivitelerine

ortam kosullarmin etkisi incelenmistir.

Serbest ve immobilize alkol dehidrogenaz aktivitesine pH’1n etkisi incelenerek
hem serbest hem de immobilize alkol dehidrogenaz igin optimum pH 8,0
olarak tespit edilmistir.

Serbest ve immobilize alkol dehidrogenaz aktivitesine sicakligin etkisi 4-50 °C
araliginda aragtirilmigtir. Hem serbest hem de immobilize alkol dehidrogenaz
icin optimum sicaklik 25 °C olarak bulunmustur.

Serbest ve immobilize alkol dehidrogenaz aktivitesine substrat derisiminin
etkisi incelenerek kinetik sabitler ~saptanmistir. Immobilize  alkol
dehidrogenazin Vpay degeri (0,460 pmol/dak), serbest alkol dehidrogenazin
Vmax degerinden (0,249 umol/dak) daha yiiksek bulunmustur. immobilize
alkol dehidrogenazin K, degeri (0,073 mol/L) serbest alkol dehidrogenazin K,
degerinden (0,040 mol/L) daha yiiksek bulunmustur. Serbest alkol
dehidrogenaz enziminin K degeri 1402 dak™ iken immobilize alkol
dehidrogenaz enziminin K degeri 736 dak™ olarak hesaplanmustr.
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% Reaktif Green 19 bagli mag-nano-p(HEMA) polimerine immobilize alkol
dehidrogenazin sicaklikla aktivitesindeki azalma oraninin serbest alkol
dehidrogenaza gore daha diisiik oldugu bulunmustur. 35 °C’de 240 dakika
sonunda serbest alkol dehidrogenaz baslangi¢ aktivitesinin % 31’ini korurken
immobilize alkol dehidrogenaz baslangi¢ aktivitesinin % 52’°sini korumustur.
45 °C’de 240 dakika sonunda serbest alkol dehidrogenaz baslangic
aktivitesinin % 34’ini korurken immobilize alkol dehidrogenaz baslangi¢
aktivitesinin % 56’sini korumustur.

% Serbest ve immobilize alkol dehidrogenaz enzimlerinin depo kararliliklar1 15
giin boyunca aktivite Ol¢iimleri yapilarak degerlendirilmistir. Serbest alkol
dehidrogenaz enzimi 15 giiniin sonunda baslangi¢ aktivitesinin % 16’sm1
korurken immobilize alkol dehidrogenaz baslangi¢ aktivitesinin % 34’{ini

korumustur.

Y/

% Immobilize alkol dehidrogenaz enziminin islemsel kararhligi 10 dongii
boyunca aktivite dlciimleri ile incelenmistir. immobilize alkol dehidrogenaz
enzimi 10 dongiiden sonra baslangi¢ aktivitesinin % 79 unu korumustur.

% Sentezlenen polimer S. cerevisiae’den alkol dehidrogenaz enziminin
saflastirilmasinda  kullanilmigtir.  Saflagtirma islemlerinin sonunda alkol
dehidrogenaz enziminin aktivite geri kazanim % 71,26 ve saflagtirma
katsayis1 45,63 olarak bulunmustur. Enzimin safligi SDS-PAGE ve ardindan

giimiis boyama islemi ile gosterilmistir.

Bu tez ¢aligmasinda endiistriyel onemi olan alkol dehidrogenaz enziminin boya
ligand  afinite  kromatografisi ile S.  cerevisiae’den  saflastirilmasi
gerceklestirilmistir. Boya ligandi olarak Reaktif Green 19 ve destek materyali
olarak manyetik nanoyapilar kullanilmistir. Boya ligandlar1 ucuz, kararli ve
proteine spesifik olarak baglanabilen yapilardir. Manyetik nanoyapilar ise yiiksek
spesifik alanlar1 nedeniyle proteinlerin saflagtirilmasinda son derece 6nemli destek
materyalleridir. Bu tez ¢alismasinda S. cerevisiae alkol dehidrogenaz enziminin
saflagtirilmasinda Reaktif Green 19 boyasmin iyi bir afinite ligand1 ve sentezlenen
manyetik nanoyapilarin iyi bir destek materyali oldugu gosterilmistir. Bu
caligmanin genis skalali islemlere de uygulanabilecegi ve literatiire nemli katkilar
saglayacagi diisiiniilmektedir.
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