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KANSER TEDAVISINDE KULLANILAN L-ASPARAJINAZIN
MANYETIiK NANOPARTIKULLERE iMMOBILiZASYONU

Hande ORHAN

Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Deniz AKTAS UYGUN
2018, 72 sayfa
Bu tezde, anti-16semik enzim E. coli kaynakli L-asparajinaz (EC 3.5.1.1) manyetik
poli(HEMA-GMA) nanopartikiillerine immobilize edilmistir. Karakterizasyon
caligmalar1 ile manyetik nanopartikiillerin ortalama boyutunun 117.5 nm oldugu
ve asparajinazin sentezlenen manyetik nanopartikiillere kovalent olarak baglandig
bulunmustur. Immobilize edilen asparajinaz enzimi miktar1 66.43 mg
asparajinaz/g nanopartikiil olarak hesaplanmistir. Immobilize asparajinazin
aktivitesine pH, sicaklik ve substrat derigiminin etkisi incelenmistir. Serbest
asparajinazin optimum pH’1 7.5 bulunurken, immobilize asparajinazin pH’1 6.5
olarak bulunmustur. Immobilize asparajinazin optimum sicakligi serbest
asparajinaza gore 10°C artmig ve 55°C olarak gdzlenmistir. Serbest asparajinazin
keat degeri (47356 dk™), immobilize asparajinazinkinden (497 dk™) daha yiiksek
bulunmustur. Ayrica serbest ve immobilize asparajinazin 1s1l ve depo kararliliklar
incelenmis ve immobilize asparajinazin islemsel kararliligi belirlenmistir. Bu tezde
immobilize asparajinazin yapay insan serumundaki etkinligini belirlemek iizere
serbest ve immobilize enzimin aktivitesi 6l¢iilmiis ve immobilize asparajinazin
serbest asparajinaza gore %74.74 aktivite gosterdigi gozlenmistir. Elde edilen
sonuglar hazirlanan asparajinaz immobilizasyon isleminin bagarili oldugunu

gostermektedir.

Anahtar sozciikler: L-asparajinaz, manyetik nanopartikiil, immobilizasyon,
kanser






ABSTRACT

IMMOBILIZATION OF L-ASPARAGINASE USED FOR CANCER
TREATMENT TO MAGNETIC NANOPARTICLES

Hande ORHAN

M. Sc. Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Deniz AKTAS UYGUN
2018, 72 pages

In this thesis, anti-leukemic enzyme L-asparaginase (E.C. 3.5.1.1.) from E. coli
was immobilized on the magnetic poly(HEMA-GMA) nanoparticles.
Characterization studies revealed that, the average size of the magnetic
nanoparticles was 117.5 nm and asparaginase was covalently immobilized to the
synthesized magnetic nanoparticles. Immobilized enzyme was calculated to be
66.43 mg asparaginase/g nanoparticles. The effects of pH, temperature and
substrate concentration on the activity of the immobilized asparaginase were
investigated. Optimum pH of free asparaginase was found to be 7.5, while
optimum pH of the immobilized asparaginase was found to be 6.5. Optimum
temperature of the immobilized asparaginase increased 10 °C, and was observed to
be 55°C. ke value of free asparaginase (47356 min™) was found to be higher than
that of immobilized asparaginase (497 min™). Additionally, thermal and storage
stabilities of free and immobilized asparaginase were investigated, and operational
stability of immobilized asparaginase was determined. In this presented thesis, in
order to detect the efficiency of the immobilized asparaginase in artificial human
serum, activities of free and immobilized asparaginase were measured, and it was
observed that, immobilized asparaginase carried 74.74 % of its initial activity.
These results showed that, asparaginase immobilization process in this work was
successful.

Key words: L-asparaginase, magnetic nanoparticle, immobilization, cancer






Xi
ONSOZ

Bu calismada kanser tedavisinde kullanilan L-Asparajinazin manyetik
nanopartikiillere immmobilizasyonu incelendi. Calisma Adnan Menderes
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii Biyokimya Arastirma
Laboratuvarinda gerceklestirildi.

Yiiksek lisans Ogrenimim ve tez calismam boyunca engin bilgilerini, maddi,
manevi destegini benden higbir zaman esirgemeyen, akademik caligmalarini ve
yasam tarzin1 ornek aldigim degerli hocam Prof. Dr. Deniz AKTAS UYGUN’a

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Aragtirmalarim ve tez ¢aligmam boyunca bilimsel ve manevi desteklerinden dolay1
degerli hocam Prof. Dr. A. Alev KARAGOZLER e tesekkiirii borg bilirim.

Laboratuvar caligmalarim ve tez yazim asamalarimda benden hicbir zaman
yardimint esirgemeyen bilgilerinden ve tecriibelerinden yararlandigim degerli
hocam Dog¢. Dr. Murat UYGUN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvarda yardimlarini ve destegini benden esirgemeyen maddi, manevi her
zaman yanimda olan degerli hocam Ars. Gor. Rukiye YAVASER TOMAY,
Doktora Ogrencileri Cagdas SUNNA, Sinem EVLI ve Fatma AKPINAR’a,
Yiiksek Lisans Ogrencileri Melis BAYRAKTAROGLU, Se¢il GULBAHARLI,
Hatice ARICI ve Ulviye KILIMCI’ye; bu calismay1r FEF-17001 No’lu arastirma
projesi olarak destekleyen Adnan Menderes Universitesi Rektorliigii’ne tesekkiirii
borg bilirim.

Son olarak bana caligmalarim ve egitim hayatim boyunca maddi ve manevi
desteklerini hi¢ esirgemeyen daha da onemlisi duyduklar giivenle her zaman

yanimda olduklarini hissettiren degerli aileme tesekkiirlerimi sunarim.

Hande ORHAN






Xiii

ICINDEKILER

KABUL VE ONAY SAYFASL......ooi e i
BILIMSEL ETIK BILDIRIM SAYFASI .....cccoooiiiiiiiiriniieineississiesissiseeeens v
OZET ottt vii
ABSTRACT s IX
ONSOZ .o Xi
KISALTMALAR VE SIMGELER DIZINI........ccoccoiniiiiiiiniininiecsiisns Xvii
SEKILLER DIZINI......ccoviiiiiiiieiiiisice et Xix
CIZELGELER DIZINT ..ot XXi
L GIRIS vt 1
I AN o - T 2SS 1
1.2. L-Aparajinaz Kataliz MeKanizmas! ..........ccccocervrerenenenieieisesiesie e 2
1.3, L-ASparajinazin YapIST ....ecverereereresiienresseenressessnesresseesesresseesnessessessnessesseesnes 3
1.4. L-Asparajinazin KaynakIart .........ccccovviiiniiniieeesee s 4
1.5. L-Asparajinaz Uygulamalart .........ccccevviiiiiiiiiis i 5
1.5.1. Antikanser [lact Olarak L-ASParajinaz...........cccecvveverrvererieerssssessiesesisenns 5
1.5.2. Biyosensorlerde L-Asparajinazin ROl ..........ccoceeoiiiiiiiiicinc e 6
1.5.3. Amino Asit Metabolizmasinda L-Asparajinazin Rolti..........cc.coevverireinnnnn 6
1.5.4. Gida Endiistrisinde L-Asparajinazin ROl ........cccccooviiiiiiiniiicneeee 6
1.6. Enzim IMmObIlIZASYONU .......ceviveveiiireiieieiieie et 7
1.6.1. Enzim Immobilizasyon YOntemleri ............cccovvuevrriueiieererieneissseeesessesssenas 8
1.6.1.1. Capraz baglama............ccecveririeeiiiieiesese e 8
LG T0 A Ao 0] 0157 Y/ o S 8
1.6.1.3. Tyonik baglanma...........c.ccevieeviiieeiiiiieiice e 9
1.6.1.4. Kovalent baglanmal.............ccccveiiiieiiienieiiseee e 9

1.6.1.5. Tutuklama, kapsiilleme ve/veya mikrokapsiilleme .............ccocveeirvrernnnne. 10



Xiv

1.7. Diger Immobilizasyon YONtemIEri........co.eevirererirerinererissesesseseiesee s 11
1.7.1. Distilfit BaGIart .......cocvviiiiiiiiiiiie e 11
1.7.2. Metal Baglama ..........cccoiiiiiiiiicicie e 11
1.8. NANOLEKNOIOJI ... s 11
1.8.1. Nanoteknolojinin TarihgGesi .........cvurvvrireeririeie e 12
1.8.2. NanOmMAIZemEIEr.........occiiiiiiiici 14
1.8.2.1. Kuantum DOtIar.........cccooiiiiiiiiiii e 15
1.8.2.2. Karbon Nanotlipler.........ccooveiiiiiiiiiiernse s 16
1.8.2.3. DENUIIMENIEN ..ottt 17
1.8.2.4.GrafBN ... 18
1.8.2.5. Grafen OKSIt ........cccoviiiiiiiii 18
1.8.2.6. NANONITIEN ..ot 19
1.9. NanopartiKiIIET..........cceiiiiiiiiiie s 20
1.9.1. Manyetik NanopartiKGIET ...........ccoovririiriiiie s 20
1.9.2. Altin NanopartikTIIEr.........cccoiieiiiiiiiiiiie e 21
1.9.3. Giimiis NanopartikllIer ..........cccceviriiiiiniie e 22
1.9.4. Polimerik NanopartikilIer ...........ccovvrvreeniiinie s 23
2. KAYNAK OZETLERI......ooiiiiiiiiinicississesesese s 25
3. MATERYAL VE YONTEM ......cccoooiiiiiiiiiiiesiee e 35
3.1, Kimyasal Ve CINAzIar ..........cccocoeeiieic e 35
I ) 1121 O P TP OT PP UP P PTPT 36
3.2.1. Manyetik Nanopartikiillerin SentezIenmesi ..........cccoceereerieiieniienieeneennens 36
3.2.2. Manyetik Nanopartikiillere L-Asparajinaz Immobilizasyonu..................... 37
3.3. Manyetik Nanopartikiillerin [poli (HEMA-GMA)] Karakterizasyonu.......... 37

3.4, Asparajinaz AKEIVITE TaYiNi .......cocoriiiiiiiee e 38



XV
3.4.1. Serbest ve Immobilize Asparajinaz Aktivitesine pH’mn Etkisinin
INCEIENMEST. ..ot 39

3.4.2. Serbest ve Immobilize Asparajinaz Aktivitesine Sicakhigin Etkisinin
INCRIENMESI. .. ..cvvveiicececece ettt 39

3.4.3. Serbest ve immobilize Asparajinaz Aktivitesine Substrat Derisiminin

EAKISININ TNCEIENIMEST v vvveeveeeeeeeeeee e eeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeseeeeeeeereseeseeeeeseenes 40

3.4.4. Serbest ve Immobilize Asparajinaz Enziminin Isil Kararhiliginm

TG EIEIIMIES . e+ ettt ettt et e e e e et et et et et et eeeeeeeeeeeeeeeeeeneas 40

3.4.5. Serbest ve Immobilize Asparajinaz Enziminin Depo Kararliligmin
INCEIENMESI.......voveiviieice e 40

3.4.6. Immobilize Asparajinaz Enziminin Islemsel Kararliliginin incelenmesi.....41

3.4.7. immobilize Asparajinazin Insan Serumunda L-Asparajin Hidrolizinde

Kullanilabilirliginin Aragtirilmast .........ccoovveeieiieneeiesiee e 41
4. BULGULAR VE TARTISMA .....ooiiiiiiiisere e 43
4.1. Manyetik Nanopartikiillerin Sentezlenmesi ve Karakterizasyonu .................. 40
4.2. Manyetik Nanopartikiillere L-Asparajinaz Immobilizasyonu........................ 49

4.2.1. Serbest ve Immobilize Asparajinaz Aktivitesine pH’m Etkisinin
INCEIENMES ...vveivicv e 49

4.2.2. Serbest ve Immobilize Asparajinaz Aktivitesine Sicakligmn Etkisinin
INCEIENMEST ...ttt ettt ettt n s en s 50

4.2.3. Serbest ve Immobilize Asparajinaz Aktivitesine Substrat Derisiminin
Etkisinin INCElenmesi........ccovcvevvceceeieieieiieecciete e 51

4.2.4. Serbest ve Immobilize Asparajinazim Isil Kararlihginin Incelenmesi.......... 53

4.2.5. Serbest ve Immobilize Asparajinaz Enziminin Depo Kararliligmnin
INCEIENMES ..vveivi s 54

4.2.6. immobilize Asparajinazin Islemsel Kararliliginin incelenmesi................... 54

4.2.7. Immobilize Asparajinazin Yapay Insan Serumunda L-Asparajin
Hidrolizinde Kullanilabilirliginin Aragtirtlmast...........cooveceiieneeicneeinennne 55

5. SONUGC wovveeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e s eee e eesesees e s e st ee e es s 57



XVi

KAYNAKLAR. ..o

OZGECMIS



KISALTMALAR VE SIMGELER DiZiNi

AFM
ALL

BSA
DSC

DTA

EDX
EGDMA
ESR
Fes;04
FTIR
GMA

HEMA
KBr

KPS
NHS

PVA
SEM

TCA
TEM

TGA
XPS
XRD
MRI

MIT

Atomik kuvvet mikroskobu

Akut lenfoblastik 16semi
Sigir serum albiimini
Diferansiyel taramali kalorimetre

Diferansiyel termal analiz

Enerji dagilimli X-151n1 analizi

Etilen glikol dimetakrilat

Elektron spin rezonans

Magnetit

Fourier transform infrared spektrofotometrisi
Glisidil metakrilat

2-hidroksietil metakrilat

Potasyum bromiir

Potasyum persiilfat

N-hidroksistiksinimid

Poli(vinil alkol)
Taramal: elektron mikroskobu

Trikloroasetik asit

Gecirimli elektron mikroskopisi
Termogravimetrik analiz

X-1511 fotoelektron spektroskopisi
X-1s1n1 difraksiyonu

Manyetik rezonans goriintiilleme

Massachusetts Teknoloji Enstitiisii

XVii



xviii

STM Taramal1 tiinelleme mikroskobu

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

NHS N-Hidroksistiksinimid

SDS-PAGE Sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi

MAA-co-MMA Metakrilik asit-ko-metil metakrilat

PEDOT poli(3,4-etilendioksitiyofen)



XiX

SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.1. L-asparajinaz’in reaksiyon mekanizmasinin sematik gosterimi .............. 1
Sekil 1.2. Normal ve tiimorlii hiicrelerde L-asparajinazin etki mekanizmast .......... 3
Sekil 1.3. L-asparajinaz’m i¢ boyutlu yapisi......cccccovvveiininiieniiine e 4
Sekil 1.4. Nanometre boyutlu yapilara ornekIer.............ccoovvoiiiiiieniiiiiinncene, 14
Sekil 1.5. Biyogoriintiillemede kuantum dotlar...........cccccoovviiiiiiiin, 16
Sekil 1.6. Tek duvarli karbon nanotlip Yap1 ........ccoevveerenenienesieene e 16
Sekil 1.7. Temel bilegenleri belirtilen {i¢ dendrimer gosterimi ..........cccccoevvreerenee. 17
Sekil 1.8. Grafenin sematik @OStETiMi......ccvcveiveieiiiierieseee e e 18
Sekil 1.9. Grafen oksitin gematik gOSterimi .....c.ccvvvvvrvereiieieseseee e 19

Sekil 1.10. Farkli morfolojilerdeki nanoliflerin taramali elektron mikroskobu

GOTUNTTLEIT ..ttt sbr e sieeas 19
Sekil 1.11. Manyetik nanopartikiillerin yapist ........ccocevvrevienenieenineeesesee e 21
Sekil 1.12. Altin nanopartikiillerin sematik gOSterimi ........cceovvivrivrivniriicrceen 22
Sekil 1.13. Glimiis nanopartikiillerin sematik gOSterimi .......ccooevvvvvrreeiverieerinennne 23
Sekil 1.14. Polimerik nanopartikiillerin sematik gosterimi.........c.cceeveereererrnennn. 23
Sekil 3.1. Manyetik nanopartikiillerin [poli(HEMA-GMA)] sentezlenmesi.......... 37
Sekil 3.2. Asparajinaz aktivite taAYINg ......oceeveerreriiniieeeseesee e 39

Sekil 4.1. Manyetik nanopartikiil [poli(HEMA-GMA)] (a) ve L-asparajinaz
bagli manyetik nanopartikiilin [poliHEMA-GMA)]’'nin kimyasal

YAPIST (D) ot 43
Sekil 4.2. Enzim tasiyan ve enzim tagimayan nanopolimerlerin FTIR

SPEKLTUMIATT ...t 44
Sekil 4.3. Asparajinaz bagli manyetik nanapartikiillerin EDX spektrumu ............ 45
Sekil 4.4. Manyetik nanopartikiillerin ESR sSpektrumu............ccoceevvvivevinvnnennne. 46
Sekil 4.5. Manyetik nanopartikiillerin SEM ve AFM fotografi (aveb)............ 48

Sekil 4.6. Serbest ve Immobilize asparajinaz aktivitesine pH 1 etKisi ................. 50



XX

Sekil 4.7. Serbest ve immobilize asparajinaz aktivitesine sicaklikligin etkisi ...... 51
Sekil 4.8. Serbest asparajinaz i¢in Lineweaver-Burk grafigi ..........ccccccevieiiennnne 52
Sekil 4.9. immobilize asparajinaz igin Lineweaver-Burk grafigi............cccccoevnve. 52

Sekil 4.10. Serbest ve immobilize asparajinaz aktivitesinin 55 °C’de zamana
DAGIT AEFISIIM ..ot 53

Sekil 4.11. Serbest ve immobilize asparajinazin depo kararlili§inin incelenmesi 54

Sekil 4.12. Immobilize asparajinazin islemsel kararliliginin incelenmesi ............ 55



XXi
CIZELGELER DiZIiNi

Cizelge 4.1. Proteinlerin ve peptitlerin karakteristik IR bantlarinin sematik
00T (5 4 1o PSSO PP UPPPRPRRR 45

Cizelge 4.2. Asparajinaz bagli manyetik nanopartikiillerin EDX analizine

HISKIN VETIIET ..vvviiiieiiee et 46

Cizelge 4.3. Serbest ve Immobilize asparajinazin kinetik parametreleri ............... 53






1. GIRIS
1.1. L-Asparajinaz

L-Asparajinaz (L-Asparajin amidohidrolaz EC 3.5.1.1) amidaz grubu enzimlerin
tiyesi olarak bilinen bir amidohidrolaz sinifi enzimdir ve L-asparajin amino
asidinin aspartat ve amonyaga yikimini katalizler.

L-Asparajinaz L-Asparajinaz

N!.:c L-Asparajinaz N,||c

cc:-)\c i = —E N
o b\ I cca/\/\(

L-Asparajin ;
MHs L-Aspartat

Sekil 1.1. L-Asparajinaz’in reaksiyon mekanizmasinin sematik gésterimi

L-Asparajinaz  arastiricilar  tarafindan  kapsamli  olarak c¢alisilmis  olan
antineoplastik 6zellikli ilk terapotik enzimdir. L-Asparajinaz 1904’de Lang
tarafindan ilk kez gozlenmistir (Lang ve Uber, 1904). L-Asparajinazin fizyolojik
ozellikleri tizerindeki aragtirmalar yarim yiizyildan fazla stiredir devam etmektedir
ve bu konudaki sigrama 1922°de Clementi’nin kobay kan serumunda L-
asparajinazin bulundugunu ortaya ¢ikarmasiyla gergeklesmistir (Clementi, 1922).
Kidd 1953’de kobay serumunun tiimor inhibisyon kabiliyetini kanitlamak {izere
ileri diizeyde deneyler yapmustir. Kidd, deri altina lenfosarkom uygulanmis
farelerle yaptig1 deneylerde kobay serumu enjekte edilenlerde tiimér biiylimesinin
olmadig1 buna karsilik, islem goérmemis kontrol farelerinin ise karsinoma
nedeniyle oldiigiinii gozlemlemistir. Kidd deneyin ikinci kisminda memeli
karsinoma ve fibrosarkoma isimli iki farkli lenfomanin, kobay serumu ile
muamele edildiginde dejenere olarak yok oldugunu gormustir (Kidd, 1953).
1961°de daha yenilik¢i bir atilim Broome tarafindan yapilmis ve substrat
ozgiilligli ile kobay serumundaki L-asparajinazin antitimdr ajam1 oldugu
gosterilmistir  (Broome, 1961). Sonrasinda bazi diger substrat spesifik



asparajinazlarin tiimorleri inhibe ettigi bulunmustur (Broome, 1968; Capizzi vd.,
1969; Clubb vd., 1965).

McCoy, yaptig: in vitro denemelerde asparajin amino asidinin Walker karsinoma
256 igin merkezi 6neme sahip oldugunu gostermistir (McCoy vd., 1956). 1954°de
Alternbern ve 1965’de Broome sirasiyla bakteri ve mayadaki L-asparajinazin
antitimor  aktivitesini rapor etmislerdir (Alternbern ve Housewright, 1954;
Broome, 1965).

Sonraki c¢aligmalarda L-asparajinazin kobay ve kemiricilerin serumunda
bulundugu fakat insanlarda bulunmadigi ortaya ¢ikarilmistir (Holmquist, 1963).
Fareler, kopekler ve ratlardaki tiimorler kobay serumu, E.coli ve daha az diizeyde
olmakla birlikte tavuk karacigerinden saflastirilan asparajinaz enzimi ile
onlenebilir. L-asparajinazin tip 1 ve tip 2 olan iki izoenzimi, hem L-asparajin hem
de L-glutamin i¢in enzim aktivitesi ile karakterize edilebilir. Bununla birlikte, tip
Il asparajinaz, L-asparajine karsi daha yiiksek spesifik davranis sergiler. Tip Il
asparajinaz tam olarak antitiimor aktivitesi gosterir ve akut lenfoblastik 16semi
(ALL)’de kemoterapotik ajan olarak kullanilir (Kotzia ve Labrou, 2007).
Piyasadan temin edilebilen asparajinazlarin ticari isimleri Kolopas, Krasnitin,
Krisantas, Pasum, Kidrolaz, Elspar, Erwinaz PEG-asparajinaz ve
Pegasparagasum’dur (Batool vd., 2016).

1.2. L-Asparajinaz Kataliz Mekanizmasi

Hidrolitik ozellikleri nedeniyle, asparajinaz enzimi ALL tedavisinde o6nemli
unsurlardan biridir. Hem normal hem de 16semik hiicreler, metabolik ihtiyaglar
icin L-asparajin amino asidine gereksinim duyarlar. Normal hiicreler transaminaz
enzimi ile okzaloasetat ve glutamattan aspartat ve a-ketoglutarat olusturur. Saglikli
hiicreler biiylimeleri igin aspartati, L-asparajin sentetaz enzimi ile asparajine
doniistlrtirler. Sonug olarak saglikli hiicrelerde aspartat, asparajin sentetaz enzimi
ile asparajine doniistiiriiliir. Neoplastik hiicreler, L-asparajinaz sentetaz enziminin
eksikligi nedeniyle asparajin sentezleme kabiliyetinden yoksundurlar. Dolayisiyla
varliklar ve tiremeleri i¢in dis kaynakli asparajin destegine ihtiyag duyarlar. Sonug
olarak tiimor hiicreleri i¢in dolasimda gerekli olan asparajinin tiimii biter ve bu
kanser hiicrelerinin beslenme yetersizligine sebep olur ve nihayetinde kanser

hiicreleri olir.
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Sekil 1.2. Normal ve tiimorlii hiicrelerde L-asparajinazin etki mekanizmasi

Klinik veriler son yirmi yildan fazladir asparajinazin ALL tedavisi i¢in ¢ok 6nemli
bir bilesen oldugunu ortaya koymustur. L-asparajinaz Okaryotlarda ve
mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunur (Savitri ve Azmi, 2003) ve ayrica
gida endiistrisinde gida isleyici olarak potansiyel bir role sahiptir (Dhanam ve
Kannan , 2013; Batool vd., 2016).

1.3. L-Asparajinazin Yapisi

L-Asparajinazin yapisini aydinlatmak icin birgok arastirici tarafindan molekiiler
diizeyde ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Genellikle L-asparajinaz tetramer olarak
bulunur fakat farkli kaynaklardan izole edilen asparajinazlarin hekzamerik,
dimerik ve monomerik formlari da bulunmustur. Cogu bakteriyel L-asparajinaz
kuarterner ve tersiyer yapilar sergiler (Ramya vd., 2011).

E.coli ve Erwinia sp’nin molekiiler yapilar1 oldukga iyi arastirilmistir dolayisiyla
yapisal bilgilerine kolayca ulasilabilmektedir (Swain vd., 1993; Aghaiypour vd.,
2001). Hem E.coli hem de Erwinia sp. benzer ii¢ boyutlu yapiya sahiptir.
(Lubkowski vd., 2002). E. coli asparajinazi dort 6zdes alt birimden olusan
tetramerik bir enzimdir ve her alt birim 326 amino asit icerir. Aktif merkezindeki 2



threonin amino asidi aktivite i¢in gereklidir. Erwinia carotovora asparajinazi her
biri dort 6zdes monomerden (A’dan H’ye) olusan iki tetramer (ABCD ve EFGH)
yapiya sahiptir. Her bir monomerde 14 a-ipi ve 8 B-heliks ve bir biiylik N-terminal
bolge ve bir kii¢iik C-terminal bdlgeyi iceren iki alan1 kapsayan 327 amino asit
bulunur (Aghaiypour vd., 2001).

Sekil 1.3. L-Asparajinazin ii¢ boyutlu yapisi (https://www.brenda-
enzymes.org/enzyme.php?ecno=3.5.1.1&Suchword=asparaginase&reference=&UniProtAc
c=&organism%5B%5D=&show_tm=0#PDB)

Aktif bolge iki komsu monomer (A ve C: B ve D) arasina yerlesmistir. Bu
tetramer dort 6zdes alt Giniteden olusur. Bu tek parca molekiil, dimerlerin bir
dimeri olarak ele almir. Her aktif bolge iki komsu monomer arasinda amino
asitlerin yerlesmesiyle sekillenir. Bu iki komsu monomerde yalnizca Ser254
bulunurken Thrl5, Tyr29, Ser62, Glu63, Thr95, Asp96 ve Alal20 ve Lys168
amino asitleri aktif bolgeyi olusturur (Park vd., 1981; Eden vd., 1990; Asselin vd.,
1999; Jaskolski vd., 2001; Vieira vd., 2006; Narta vd., 2007; Janin vd., 2007;
Ramya vd., 2011). Thrl5 ve Thr95 enzimin katalitik aktivitesinden sorumlu olan
amino asitlerdir (Batool vd., 2016).

1.4. L-Asparajinazin Kaynaklari

Insanlar hari¢ hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalar1 (bakteriler, mantarlar,
algler, mayalar ve aktinomisetler) kapsayan c¢esitli organizmalarda L-asparajinazin
varligi rapor edilmistir. Cesitli hayvan ve bitki gruplarinda asparajinaz
bulunmasima ragmen yorucu ekstraksiyon islemleri nedeniyle diger makul
kaynaklar  (bakteriler, mantarlar, algler, mayalar ve aktinomisetler)



aragtirmacilarca kesfedilmistir. Mikroorganizmalardan bu enzimin biiytik 6l¢ekli

iiretimi, onlarin basit {iretim metodlar1 nedeniyle daha kolaydir.

L-Asparajinazin, karada ve denizde bulunan hem Gram-pozitif hem de Gram-
negatif tlirlerden elde edilebildigi rapor edilmistir (Izadpanah vd., 2014). Gram
pozitif bakteri kaynagi, gram negatif bakteri kaynag ile karsilastirildiginda daha

Onemsizdir.

Cogu Gram negatif bakteriden alinan L-asparajinaz iki temel tipe ayrilabilir; Tip |
ve Tip Il, L-asparajinaz. Tip | L-asparajinaz nicelik olarak onemlidir ve hem L-
glutamin hem de L-asparajin amino asitleri iizerinde enzimatik aktiviteye sahiptir
ve yalnizca anaerobik kosullarda uyarilir (Sanches vd., 2001). E. coli ve Erwinia
chrysanthemiden iiretilen Tip Il asparajinaz 30 yildan fazladir ALL’in etkili
tedavisi i¢in antitimor ajani olarak kullanilmaktadir. E. coli ve E. carotovara gibi
iki bakteriyel kaynaktan alinan L-asparajinaz, ALL’nin tedavisi i¢in su anda klinik
olarak kullanimdadir (Batool vd., 2016).

1.5. L-Asparajinaz Uygulamalari
1.5.1. Antikanser Ilac1 Olarak L-Asparajinaz

L-Asparajinaz, vinkristin ve glukokortikoid ile kombine edilerek ALL tedavisi i¢in
kullanilir. Antilésemik 6zellikleri nedeniyle L-asparajinaz terapétik olarak dnemli
bir antitlimor ilag olarak ele alinir. L-asparajinaz ALL (temel olarak gocuklarda),
Hodgkin’s hastaligi, akut miyelositik 16semi, akut miyelomonositik 16semi, kronik
lenfatik 16semi, lenfasarkom, retikiillosarkom ve melanosarkom  gibi belli
malignitlerin tedavisinde kullanilan ilaglar ile kombine edilen ¢ok iyi bilinen bir
kemoterapi ajamidir (Kidd, 1953; Broome. 1961). L-asparajinaz, L-asparajini
aspartata doniistiirme kabiliyetine sahipken, L-asparajin, protein sentezi ve hiicre
biiyiimesinde rol alan ve birgok tiimor hiicresi i¢in esansiyel bir amino asittir; bu
sebeple L-asparajinazin varliginda malign hiicreler asparajinin uzaklagmasi ile
onemli bir biiylime faktdriinden yoksun kalir ve sonucta tiimor hiicreleri  Oliir
(Salzer vd., 2014; Batool vd., 2016).



1.5.2. Biyosensorlerde L-Asparajinazin Rolii

L-Asparajinaz, gida endiistrisinde ve l6semi tedavisinde asparajin diizeylerini
analiz etmek i¢in biyosensor olarak kullanilabilir. XRD, XPS, SEM ve TEM gibi
cesitli spektroskopik teknikler L-asparajin analizi i¢in kullanimdadir fakat yiiksek
maliyet ve mesakkatli islemleri onlar1 daha az tercih edilir yapmstir (Zubavichus
vd., 2004). Boylesi bir durumda biyosensdr teknolojisi giivenilir, ucuz ve
kullanimi kolay bir yaklasim olabilir. Biyosensoriin davranis mekanizmasi
asparajinin hidrolizi ile {iretilen amonyum iyonunun pH, renk ve absorbsiyondaki
degisimine sebep olan asparajinaz aktivitesine dayanir (Kumar vd., 2013; Batool
vd., 2016).

1.5.3. Amino Asit Metabolizmasinda L-Asparajinazin Rolii

L-Asparajinaz aspartik ailesinin iyeleri olan lizin, threonin ve methionin isimli
amino asitlerin biyosentezinde hayati bir rol oynar. Kreb’s dongiistiniin yanisira
lizin ve threoninin direkt bir 6nciilii olan aspartik asit, ayn1 zamanda L-asparajinaz
enziminin aktivitesi ile de olusturulur (Sinha vd., 2013).

1.5.4. Gida Endiistrisinde L-Asparajinazin Rolii

L-Asparajinaz gida isleme katkisi olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Gida
teknolojisindeki son gelismeler, nigastali gidalar kizartildiginda veya 120 °C’ye
kadar pisirildiginde Maillard reaksiyonunun bir sonucu olarak renksiz ve kokusuz
kristal bir kati olan akrilamidin (2-propenamid) olustugunu goéstermistir.
Akrilamid bir norotoksindir ve insanlar igin karsinojenik olarak kategorize
edilmistir. Gida endiistrisinde akrilamid pigsirme ve kizartma sirasinda serbest
asparajinin alfa-amino grubu ve glukoz gibi indirgen sekerlerin karbonil gruplari
arasinda sicakligin tetikledigi reaksiyonlarla olusur.

L-Asparajini L-aspartata dontistiirme yetenegi nedeniyle, L-asparajinaz nisastali
(patates ve ekmek hamuru) gidalarla 6n isleme tabi tutularak Maillard reaksiyonu
icin Onciillerin sayisin1 azaltma olasiligini sunar ve bu da akrilamid olugma riskini
azaltir. Bununla birlikte akrilamidin tamamen uzaklastirilmas1 asparajin digindaki
olusumlar nedeniyle imkansizdir. Gida endiistirisinde kullanilan  fungal
asparajinazlar, Aspergillus oryzae ve Aspergillus niger’den elde edilen
asparajinazlardir (Batool vd., 2016).



1.6. Enzim immobilizasyonu

Enzimler, kataliz hizin1 artirarak biyokimyasal reaksiyonlari1 destekleyen biyolojik
katalizorlerdir ve biyoproses uygulamalari i¢in olaganiistii yontemlerden biridir
(Brena ve Batista-Viera., 2006; Datta vd., 2013). Biyokataliz, {iretim kolaylig1 ve
substrat 6zgiilligii gibi avantajlarindan dolay1 pek ¢ok alanda kabul gdrmiistiir.
Ancak biyokatalizorlerin biiylik 6lciide ticarilesmesi i¢in, yiiksek maliyet gibi
dezavantajlar1 nedeniyle tekrar kullanilabilmelerini saglamak zorunluluk haline
gelmistir.  Biyokimyasal reaksiyonlar sirasinda  yapisal  kararliliklarim
koruyamamalar1 da enzimlerin dezavantajlarindan biridir ve sonu¢ olarak
immobilize enzimler fonksiyonel etkinlikleri ve tekrar kullanilabilirlikleri nedeni
ile, enzimlerin yiiksek maaliyetilerine ragmen alternatifleri olarak kullanilirlar.
Immobilize enzim sistemlerinde enzim suda ¢oziinmeyen matrikse, destek
materyaline veya tasiyiciya fiziksel olarak bagli enzimdir (Baymdirli, 1995).
Yaygin olarak kullanilan materyaller inert polimerler veya inorganik maddelerdir
(Datta vd., 2013).

Immobilize enzim igin ideal bir destek materyali ¢oziinmez, rijid yapida kararls,
tekrar kullanilabilir, fonksiyonel gruplarca zengin olmalidir ve ayni zamanda
mikrobiyal kontaminasyona kars1 uzun siire direng gostermelidir (Datta vd., 2013;
Tischer ve Wedekind, 1999).

Immobilize enzimlerin avantajlari:

a) Enzimin birgok kez geri kazanilmasi ve tekrar kullanilabilmesi
b) Uriin ve enzimin birbirinden kolayca ayrilmasi

¢) Elde edilen iirlinde daha az kirlenme ve yliksek kalite

d) Enzim stabilitesinde artis

e) Diisiik maliyetli islemler ve kullanim kolayligt

olarak siralanabilir (Hettiarachehy vd., 2018).



1.6.1. Enzim immobilizasyon Yontemleri
1.6.1.1. Capraz baglama

Molekiiller arasi baglar, enzimlerin kovalent baglari, 6zellikle protein-protein
etkilesimleri ya da ¢6ziinmeyen tasiyict destek yada matriks {izerindeki
fonksiyonel gruplar aracilig1 ile gerceklestirilen, geri doniisiimsiiz bir enzimatik
immobilizasyon yontemidir. Amino (NHy), silfhidril (SH), imidazol ve fenolik
(OH) gruplar c¢apraz baglanmaya katilabilir (Talekar vd., 2012). Bu
immobilizasyon yontemi basit olmasindan dolayr olduk¢a ilgi ¢ekicidir
(Romanskevic vd., 2006).

1.6.1.2. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon yonteminde immobilizasyon; destek maddesi ile buna baglanacak
enzim arasinda van der Waals etkilesimleri, hidrofobik etkilesimler, hidrojen bagi
ve elektrostatik etkilesimler gibi diger kovalent olmayan etkilesimlerle gergeklesir.
Tastyici/destek maddesi, fiziksel adsorpsiyon igin (protein-ligand etkilesim
prensiplerine dayanarak) enzim c¢ozeltisinin asirist ig¢ine daldirilir veya enzim
elektrot yiizeyi tizerinde kurutulur. Adsorpsiyon kolay, basit, ucuz ve geri
doniisiimli bir enzim immobilizasyon yontemi olarak kabul edilir. Bunlara ek
olarak bu yontemin diger avantajlar1 sunlardir: minimum aktivasyon gerektirir ya
da bir 6n aktivasyon gerektirmez, bu nedenle ilave bir reaktife ihtiya¢ gerek
kalmaz. Proteoliz, agregatlagsma ve enzim-tasiyici kalitesini bozacak etkilesimlere
kars1 koruma saglar ve ¢alisan enzimin higbirinin yerine yenileri gelmez. Bu
yontemin dezavantaji, enzim ve tastyici arasindaki baglanma ve baglanti kurma
kuvvetlerinin, hidrojen bagi, hidrofobik etkilesimler, iyonik ve van der Waals
kuvvetleri tarafindan olusturulmasindan dolay1 zayif olmasidir (Nisha vd., 2012).
Bu sebeple sicaklik, pH vb. kosullarda meydana gelebilecek bir degisiklik
nedeniyle tastyicidan herhangi bir zamanda enzim salimi meydana gelebilir.
Adsorpsiyon, tastyict materyalin enzim ile sulu ¢6zelti ortaminda belirli bir siire
boyunca bir araya getirilmesi ve tasiyict ve enzimin yikiindeki degisimin
adsorpsiyon sinirlamalarin1 agmamasi kaydi ile pH’in dikkatli bir sekilde kontrol
edilmesiyle kolayca basarilabilir. Bunun nedeni, kii¢iik pH degisikliklerinin enzim
ve destegin iyonik giiciinii ve etkilesimini degistirmesi ve hatta enzim
salimmlarina neden olabilmesidir (Costa vd., 2005; Datta vd., 2013; Mohamad
vd., 2015; Hettiarachchy vd., 2018).



1.6.1.3. iyonik baglanma

Iyonik baglanma yontemi, enzimin kati1 destege iyonik etkilesimler ya da tuz
kopriileri ile tersinir olarak baglandigi metottur. Bu yoOntemde tasiyicinin
ozellikleri immobilize enzim baglantisi ve aktivitesi agisindan 6nemlidir. Buradaki
etkilesim adsorpsiyon ile immobilizasyona gore daha giicli ancak kovalent
baglanmadan daha zayiftir. Iyonik baglanma yéntemi adsorpsiyon ile benzerdir
ancak tasiyict 6zellikleri ve dolayisiyla enzim ve tasiyict arasindaki baglanmanin
dogasi nedeniyle farklilik gosterir (Hartmeier, 1988, Solas vd., 1994; Torres vd.,
2002). Bu yontemin en biiyiik avantaji, immobilize enzimin aktivitesinin yiiksek
olmasidir. Ciinkii immobilizasyon islemine bagli olarak enzimde kiigiik
konformasyonel degisimler meydana gelir. Yontemin en biiylk dezavantaji ise,
enzim-tasiyici etkilesimlerini saglayan iyonlar disindaki iyonlarin araci olmasidir.
Bu iyonlar immobilize enzim ortaminda pH veya iyonik kuvvet degisikliklerine
neden olabilir ve bundan dolay1 tasiyicidan enzim salinmasi gergeklesir (Costa vd.,
2005; Datta vd., 2013; Mohamad vd., 2015).

1.6.1.4. Kovalent baglanma

Bu yontemde enzimler matrikse, tasiyiciya veya kati faz destege kovalent olarak
baglanirlar. Kovalent baglar, enzimlerin amino asit birimleri ve tastyicinin
yiizeyindeki fonksiyonel gruplar tarafindan olusturulur. Etkilesime katilan amino
asit fonksiyonel gruplari siilthidril (-SH), hidroksil (-OH), amino (-NH,) ve
karboksil (-COOH) gruplaridir. Agaroz, akrilamid, gézenekli cam ve silika gibi
destek maddeleri kullanilir. Enzimler ile tasiyicilari birlestirmek igin alkilasyon,
amidasyon, Schiff bazi olusumu, diazolama reaksiyonlari, peptit, tiyol-disiilfid ve
amino baglari tizerinden kovalent baglanma gibi farkli yontemler bildirilmistir.
Costa vd. (2005), kovalent baglanmanin enzimi dogrudan destege baglayarak veya
enzim ile destek arasina bir uzatic1 kol ekleyerek de gerceklestirilebilecegini
bildirmistir.

Capraz bagli enzim agregatlart (CLEAs) gibi en giincel teknikler daha fazla enzim
esnekligine izin verir ve boylece aktivitesi daha yiiksek hale getirilebilir. Kovalent
baglanma iki ana adimda gergeklesir: siyanojen bromiir gibi reaktif bir bilesik
eklendiginde tasiyict1 maddenin aktivasyonu ve onu aktive etmek igin matris
omurgasinin modifikasyonu (Nisha vd., 2012). Bu, tastyicinin aktive edildiginde
elektrofilik gruplar olusturdugu ve daha sonra enzimlerin amino asit birimleri
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tizerindeki niikleofilik gruplar ile reaksiyona girdigi anlamina gelir. Katilan amino
asitler, siilfhidril ve/veya hidroksil gruplar ile sistein, serin ve threonin amino
asitleri; arjinin, aspartik asit, histidin gibi diger amino asitler ve imidazol, indolil,
fenolik hidroksil gibi fonksiyonel gruplari tagiyan amino asitlerdir (Chae vd.,
1998; D'Souza, 1999; Quirk vd., 2001; Yang vd., 2003; Costa vd., 2005;
Bickerstaff, 2009; Nisha vd., 2012; DiCosmo vd., 2013; Datta vd., 2013).

Enzim aktif bolgesine herhangi bir hasar vermemek i¢in dikkatli olunmalidir. Bu
enzim inaktivasyonunu Onleyecektir. Bu baglama yontemi igin ¢esitli tasiyici
malzemeler vardir ve en uygun olanin1 se¢gmek icin tastyicilarin spesifik
oOzelliklerine oOnem verilmelidir. Bu yoOntemde baglanma diger baglanma
yontemleriyle karsilastirildiginda sicaklik ve ¢oziicii gibi g¢evresel degisimlere
kars1 daha kararli veya direnglidir. Bu yontemin dezavantaji, enzimin
konformasyonunda degisikliklere ve bazen katalitik aktivitesinde azalmaya neden
olmasidir (Rosevear vd., 1987; Harold, 1991; Costa vd., 2005; Bickerstaff, 2009).

1.6.1.5. Tutuklama, kapsiilleme ve/veya mikrokapsiilleme

Tutuklama, kapsiilleme ve/veya mikrokapsiilleme, enzimi jelde veya dogal veya
sentetik polimerik bir lif i¢inde ¢evreleyerek veya hapsederek gergeklestirilir.
Enzimin tutuklanmasini engelleyen ancak substratlarin ve iirliniin gegcmesine izin
veren bir membran vardir. Bu yap1 genellikle, enzimleri kiire seklinde, segici
olarak gecirgen membranlar icinde capraz baglayarak veya cevreleyerek elde
edilir. Enzimler secici olarak gecirgen, kiire sekilli bir membran icinde
cevrelendiginde, bu yontem kapsiilleme veya mikrokapsiilasyon olarak
adlandirlir. Boylece enzim ve polimerik matriksler i¢in biiylik temas alanina
imkan saglamig olur. Enzimin kapsiilleme sirasinda deaktive olma ihtimali ve
enzim aktif bolgesine substratin kiitle transferinin azalmasi yoOntemin
dezavantajidir (Nisha vd., 2012; Mohamad vd., 2015).

Bu yoOntemlerin avantajlari, diisiik maliyetli olmalari, uygun islem kosullar
saglamalari, enzim ve substrat arasinda genis temas alam1 ve hizli basar
saglamasidir. Dezavantajlart ise, enzim kaybmi onlemek icin kalibin gdzenek
biiyiikliigiine bagli olan kiitle akisginin transferi veya azalmasi, ihtiyag¢ duyulan
enzim miktarinin yliksek olmasi ve enzim aktivitesinde kayiplarin meydana
gelebilmesidir (Rosevear vd., 1987).
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Genel olarak, enzimler ve destek malzemesi arasinda en giiglii kimyasal iliskiyi
olusturulan yontemler ¢apraz baglama ve kovalent baglama yontemleridir. Ancak,
bu iki ydntem enzim aktivitesini Oonemli Olclide azaltabilir. Ayrica, diger
yontemlere kiyasla yiiksek maliyetli olabilir ve yogun ¢aligma gerektirebilirler.
Diger taraftan, jelde tutulma ve adsorpsiyon gibi yontemlerde destek materyali ve
enzimler arasinda kuvvetli bir baglanmanin olmadigi belirtilmektedir. Bu
yontemler hala etkilidir ve gergeklestirilmesi kolaydir, ancak enzimler siklikla
kaliptan lirline akar veya damlar. Bu problem genellikle enzimlerin glutaraldehit
ile ¢apraz baglanmasiyla ¢6ziiliir (Bayindirli, 1995; Costa vd., 2005; Bickerstaff,
2009; Nisha vd., 2012; DiCosimo vd., 2013; Datta vd., 2013).

1.7. Diger iImmobilizasyon Yontemleri
1.7.1. Disiilfit Baglar

Disiilfit bagmin, baglantilarin  veya kopriilerinin - olusumu, enzimlerin
immobilizasyonu i¢in bildirilen bir diger yontemdir. Disiilfit baglar1 veya S-S
kopriileri, iki tiyol grubunun birlesmesiyle olusan kovalent baglardir. Genel olarak
bu tiir baglantilar, enzim veya hiicre immobilizasyonu i¢in kullanilan kovalent
baglanma olarak diisiiniilebilir (Brena ve Batista-Viera, 2006).

1.7.2. Metal Baglama

Metal baglama veya selatlama, gecis metallerinden tiiretilen hidroksitler veya
tuzlar kullanilarak koordinasyon, kovalent veya dipolar baglarla gergeklesir.
Zirkonyum ve titanyum, enzimi tastyictya baglamak icin sik¢a kullanilir. Bunun
icin, metallerin baz1 serbest elektronlar1 enzimin hidrofilik gruplari ile koordine
edilebilir. Bu sekilde, enzim immobilize edilir (Cabral vd., 1986; Brena ve Batista-
Viera, 2006).

1.8. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, nanometre biyiikliigiindeki objeleri ele alan teknolojidir.
Nanoteknolojinin maddeler, aygitlar ve sistemler diizeyinde gelisecegi
beklenmektedir. Maddeler, aygitlar ve sistemler. Nanomateryaller su anda, hem
bilimsel hem de ticari uygulamalar1 agisindan oldukga gelismistir. Bundan on yil
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once, nanopartikiiller boyuta bagli fiziksel ve kimyasal oOzellikleri nedeniyle

calisilmaktaydi. Giinlimiizde nanomateryaller ticari kesif donemine girmislerdir.

Yasayan organizmalar, genellikle 10 nm boyutlarinda hiicrelerden yapilmiglardir.
Bununla birlikte hiicre kisimlar ¢ok daha kiiciiktiir ve mikron alt1 biiyiikliigiindeki
alanlara sahiptirler. En kiigiik insan yapimi nanopartikiillerin boyutlar: bile, ¢ok
daha kii¢iik sadece 5 nm boyutunda olan proteinlerin boyutlari ile karsilastirilabilir
seviyededir. Bu basit biiyiikliik karsilagtirmasi, ¢ok fazla girisim gostermeksizin
hiicresel makineleri gdzetlememize izin veren c¢ok kiigiik problar olarak
nanopartikiilleri kullanma fikrini verir. Nano diizeyindeki biyolojik islemleri
anlamak, nanoteknolojinin geligsmesi i¢in 6nemli bir konudur.

Biyoloji ve tipta nanomateryallerin uygulamalarinin bazilart:

Biyolojik floresan etkiketleme

[lag ve gen dagilimi

Patojenlerin biyobelirlenmesi

Proteinlerin belirlenmesi

Doku miihendisligi

Isitma yoluyla timdr yikim

Biyolojik molekiillerin ve hiicrelerin ayrilmasi ve saflastiriimasi
MRI kontrast gelistirme

AN N N N N NN

Fagokinetik ¢aligmalar
(Salata, 2004)
1.8.1. Nanoteknolojinin Tarihcesi

Fizik¢i Richard Feynman’in Amerikan Fizik Derneginde 1959’da yaptig1 ‘Dipte
¢ok miktarda bosluk var (There’s Plenty of Room at the Bottom)’ baglikli
konusmasinda ilk kez nanoteknoloji yaklasgimi giindeme gelmistir. Feynman
meshur sdyleminde “Gorebildigim kadariyla, fizik prensipleri nesnelerin atom
diizeyinde manipiile edilmesine karsi degildir. Bu, herhangi bir yasay1 ihlal
girisimi olmayip, prensipte yapilabilir olan fakat biz ¢ok biiyiik oldugumuz igin
pratikte simdiye kadar yapilmamis olan bir seydir” demistir.
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Bununla birlikte, “nanoteknoloji” terimi ilk kez Tokyo Science Universitesi'nden
Profesér Norio Taniguchi’nin 1974’de yayimladigi makalede ‘“nanoteknoloji
maddenin tek bir atom veya tek bir molekiil diizeyinde ayrilmasi, birlestirilmesi ve

deforme edilmesi siireclerinden olusur’’ seklinde tanimlanmustir.

Feynman’m Onerisinden sonraki yillarda nanoteknoloji alani Eric Drexler ve
Richard Smalley; biyonanoteknoloji alani da Chad Mirkin’in g¢aligmalariyla
baslamus kabul edilebilir. Rice Universitesinde bir kimya profesérii olan Richard
Smalley nanoteknoloji alanimin Onciiliigliini yapmis ve 1996 yilinda Nobel ile
odiillendirilmigtir.

Eric Drexler 1991°de MIT’de molekiiler nanoteknoloji alanindaki ilk doktorayi
yapmistir. Chad Mirkin ise nanosistemlerde kimyasal modifikasyon {izerine
yaptig1 calismalar ile biyonanoteknoloji alanina yeni agilimlar getiren Oncii
kimyacilardan birisi olmustur. Ayrica 1980’lerde gergeklesen iki onemli gelisme:
cluster (kiime) biliminin dogusu ve taramali tiinelleme mikroskop (scanning
tunneling microscope: STM)’un icadi nanoteknoloji ve nanobilimin baslamasina
onciiliik etmistir. Bu geligmeler 1986°da fullerenlerin ve birkag yil sonra da karbon

nanotiiplerin kesfine neden olmustur.

Daha sonra yar1 iletken nanokristallerin sentezi ve 6zelliklerinin incelenmesi ve
atomik kuvvet mikroskobunun (AFM) icadi nanoteknoloji alanina ¢ok 6nemli
katkilar saglamigtir. Koken olarak Yunanca nanos’dan gelen “nano” ciice anlamina
gelmektedir. Bir nanometre, metrenin milyarda biridir (1 nm = 10° m) ve sag
telinin kalinlig1 ile kiyaslandiginda bir nanometre sa¢ telinin yiiz binde biridir
(Yildirim vd., 2010).
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Sekil 1.4. Nanometre boyutlu yapilara &rnekler (https://commons.wikimedia.org
Iwiki/File:Comparison_of_nanomaterials_sizes.jpg).

Nanoteknoloji uygulamalarinin temelinde materyal boyutlarinin kiigiiltiilmesi
sonucu fiziksel 6zelliklerin degismesi vardir. Ornegin nanopartikiiller gok biiyiik
ylizey alani/hacim oranina sahiptirler. Buna bagli olarak floresans gibi optik

ozellikler partikiil capinin bir fonksiyonu haline gelirler.

Nanopartikiiller kullanilarak yapilan malzemelerde sertlik ve elastikiyet 6zellikleri
degisir. Geleneksel polimer yapilarin nanopartikiiller kullanilarak giiclendirilmesi
miimkiindiir. Boyle nanoteknolojik olarak giiglendirilmis materyallerin kiitlesi
azalirken dayaniklilig1 ve fonksiyonelligi artmaktadir.

1.8.2. Nanomalzemeler

Nanomalzemeler, en azindan tek bir boyutu 1-100 nm arasinda olan ve mekanikte,
elektrikte, optikte ve termotikte pek cok yeni 6zellige sahip olan malzemelerdir.
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Nanomalzemeler farkli sekillerde siniflandirilabilir

d 4
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Nanomalzemeler bilesimleri, boyutlar1 ve morfolojilerinin ayarlanabilmesinin
yaninda, protein ve peptitlerin baglanabilmeleri i¢in essiz  yiizey
modifikasyonlarina izin veren malzemelerdir. Nanomalzemelerin sundugu bu
ozellikler onlar1 enzim immobilizasyonunda tercih edilen destek materyalleri
yapmistir, Asagida bazi 6nemli nanomalzemeler hakkinda bilgiler verilmektedir.

1.8.2.1. Kuantum Dotlar

Kuantum dotlar, nano boyuttaki 1sik emici molekiillerdir ve nanokristaller olarak
da adlandirilirlar. ZnS ve CdS’den olusan bir kabuk ile ¢evrilmis CdSe, CdTe, PbS
ve PbSe gibi yari iletken maddelerden meydana gelmektedirler. Bu nano
olusumlar tipik olarak birka¢ nanometreden 100 nanometreye kadar boyutlara
sahiptir ancak daha biiyilk de olabilirler. Kuantum dotlarin spesifik 6zellikler
kazanmas: amaciyla bazi polimer maddeler ile kaplanmasi s6z konusudur.
Kuantum dotlar biyo-etiketleme, biyo-goriintiileme ve biyo-hedefleme de yaygin
olarak kullanirlar. (Yildirim vd., 2010).
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Sekil 1.5. Biyogoriintiilemede kuantum dotlar (Walling vd., 2009)
1.8.2.2. Karbon Nanotiipler

Karbon nanotiipler, tek bir grafit tabakasinin silindir seklinde kivrilmasiyla
hazirlanan, tek duvarli veya cok duvarli olabilen nanomalzemelerdir. Karbon
nanotiipler farkli boyda, kalinlikta, cok katmanli ve spiral olarak hazirlanabilirler.
Karbon nanotiipler, essiz elektronik, mekanik ve kimyasal 6zelliklerinden dolay1
biyosensor uygulamalarinda olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilmistir. Ayrica,
essiz yilizey oOzellikleri ve genis ylizey alani Ozelliklerinden dolayi, g¢esitli
bilesiklerin katt faz ekstraksiyonunda adsorban materyali olarak tercih
edilmektedirler. Son yillarda DNA, peptitler ve proteinler gibi biyolojik
molekiiller ile modifiye edilmis karbon nanotiipler arasindaki etkilesimleri iceren
¢aligmalar bulunmaktadir (Du vd., 2007).

Sekil 1.6. Tek duvarli karbon nanotiip yapisi (http://reader.roodo.com/miss9ch/
archives/11973895.html).
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1.8.2.3. Dendrimerler

Dendrimer kelimesi Yunanca ‘aga¢’ (dendron) kelimesinden tliremistir. Bir
¢ekirdek ve c¢ekirdek etrafinda dallanmis birimlerden olusan yapilardir.
Dendrimerlerin ¢esitliligi fonksiyonel gruplarla saglanmaktadir. Boyutlar1 1-20 nm
arasinda degisen dendrimerler ylizeylerinde fonksiyonel gruplar tasirlar ve
¢ekirdek, dallar ve u¢ grup olmak iizere 3 temel bilesenden olusurlar.

S1\.0
$ » . o
o o)
"00440°

Sekil 1.7. Temel bilesenleri belirtilen ti¢ dendrimer gosterimi (Frechet, 2003).
Dendrimerlerin kullanim alanlari:

Biyotip

flag ve DNA dagitimi
Kanser teshisi

Kataliz

3) Elektronikler

Isik toplayan cihazlar

o =
L XN

7
o

N
~

7
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R/
e

Optik sensorler ve goriintiileme

Nanomalzemeler dendrimerler ile modifiye edilerek enzim ve protein
immobilizasyonunda kullanilabilir (Wang vd., 2013).
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1.8.2.4. Grafen

Hegzagonal simetride kimyasal olarak bagli olan karbon atomlarinin tek atomik
katmani olan grafen gergek iki boyutlu kristal yap1 gosterir ve essiz 6zelliklere
sahiptir. Ilk kez laboratuvarda iiretildiginden beri grafen ve tiirevleri biiyiik
arastirma ve teknolojik ilgiye sahip olmustur. Laboratuvarlarda grafenin kesfi
gercek 2D kristallerinin dogada olup olmadig1 hakkinda uzun siireli bir tartigma ile
sonlanmustir. Bununla birlikte saf grafen tabakasinin teorik yiizey alani (2630 m°g’
1), Young’s modiilii ( ~1.0 Tpa), i¢ mobilitesi (~2x10° cm?v's™), termal iletkenligi
(5000 Wm™, K) ve genis dalga boyu araligindaki iyi optik gegirgenligi (~%97,7)
gibi essiz ozellikleri grafene ve onunla ilgili diger materyallere bircok uygulama
igin potansiyel saglamigtir. Ornegin grafen kullanilarak iskele materyalleri,
elektronik aygitlar, enerji depolama sistemleri (stiper kapasitorler, ikincil lityum
iyonu pilleri), enerji doniisim aygitlari (yakit hiicreleri giines pilleri) ve
biyokimyasal sensorler tiretilmistir. Grafen tek atom kalinliginda yalnizca karbon-
karbon baglarindan olusan, bal petegi yapisinda olduk¢a siki paketlenmis
diizlemsel bir yapidadir. Genis ylizey alani, yiikksek mekanik kararlilik ve
elektriksel iletkenliginin yiiksek olmasindan dolay1 grafen
biyosensor/biyogoriintiilemede, ilag dagittminda ve kanserin  fototermal
tedavisinde kullanilmaktadir (Zhang vd., 2013).

Sekil 1.8. Grafenin sematik gosterimi (https://graphene.nus.edu.sg/what-exactly-is-
graphene/)

1.8.2.5. Grafen Oksit

Grafen oksit epoksit, hidroksil ve karboksil gibi oksijen igeren gruplarca zengin
bir ylizeye sahiptir. Zenginlestirilmis ylizey fonksiyonelligi nedeniyle grafen oksit
tabakalar1 sulu ¢ozeltilerde ve bazi polar organik ¢oziiciilerde iyi ¢oziiniirliige
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sahiptir ve 1slak kimyasal islemle kolayca islenebilir. Yiizeyindeki fonksiyonel
gruplar, herhangi bir kimyasal baglama ajan1 veya ilave yilizey modifikasyonu
kullanmaksizin kii¢iik molekiiller, polimerler, biyomakromolekiiller ve inorganik
nanopartikiiller gibi dis gruplarin baglanmasi i¢in reaksiyon bdlgelerinin
bollugunu da saglar (Zhang vd., 2013).

Sekil 1.9. Grafen oksitin sematik gosterimi (Zhang vd., 2013)
1.8.2.6. Nanolifler

Nanolifler, nanometre c¢apia sahip lif yapisindaki malzemelerdir. Kiigiik
caplarindan dolay1 ylizey/hacim—kiitle oranlar1 yiiksektir. Nanolif hazirlamada
kullanilan yaygin yontem elektro-egirme yontemidir. Bunun yanisira bazi &zel
bakteri tiplerinin de nanolif iirettikleri bilinmektedir (Ma ve Ramakrishna, 2008).

Sekil 1.10. Farkli morfolojilerdeki nanoliflerin taramali elektron mikroskobu goriintiileri
(Ramakrishna vd., 2006)
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1.9. Nanopartikiiller

Nanopartikiillerin ~ cesitli  tipleri sayisiz  biyokimyasal ve biyomedikal
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmistir. Nanopartikiiller inorganik veya
organik (polimerler gibi) maddelerden yapilmis mikronalti boyutlardaki
parcalardir. Klasik nanopartikiil tanimimda partikiil boyutu 1-100 nm araliginda
olmasina karsilik literatiirde birka¢ yiiz nanometre boyutundaki partikiiller igin de
bu tanim kullanilmaktadir. Nanopartikiillerin 6nemi, ayni bilesimdeki kiitle
materyallerinden farkli Ozelliklere sahip olmalart nedeniyledir. Bu o6zellikler
onlarin kii¢ilmiis boyutlarina bagli olarak olusan yiizey etkileri, manyetik ve
elektronik davraniglarini igerir (Huang ve Juan, 2011).

Nanopartikiiller genis yilizey alanlar1 sebebiyle destek materyali olarak
kullanildiklarinda yiiksek miktarda enzim/protein baglama kapasitesi sergilerler.
Nanopartikiillere 6rnek olarak;

X3

%

Manyetik nanopartikiiller

K/
.0

-,

Altin nanopartikiiller

7
0'0

Glimiis nanopartikiiller

X3

%

Polimerik nanopartikiiller
verilebilir.
1.9.1. Manyetik Nanopartikiiller

Bircok biyomedikal uygulamada genellikle yiiksek doygunlukta magnetizasyon
iceren metaller (Fe, Co, Ni gibi) veya metal oksitlerini igeren materyaller tercih
edilir. Saf metaller yiiksek doygunlukta magnetizasyona sahip olmalarina ragmen
oldukga toksiktir ve oksidasyona duyarlidir. Bu sebeple bu metal nanopartikiiller
biyomedikal uygulamalara uygun degildirler. Aksine demir oksitler oksidasyona
daha az duyarlidir ve bu sebeple daha kararli manyetik cevap verirler. Demir oksit
manyetik nanopartikiiller ¢ok kristalli yapiya sahiptir ve g¢esitli biyomedikal
uygulamalarda y-Fe,O3 (maghemit) ve Fes0,4 (magnetit) sik¢a kullanilir (Huang ve
Juan, 2011).

Manyetik nanopartikiiller bir manyetik alana cevapta essiz Ozellikler sunarlar.
Farkli materyaller ve demir oksitlerin kombine olmasiyla hazirlanan
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nanomateryaller, multifonksiyonel manyetik nanopartikiiller olarak, igerdikleri
farkli materyallerden dolay1 yiiksek 6zgiilliik, spesifik ylizey kimyasi, 6zgiil optik
ve manyetik Ozellikler tasirlar ve bu ozellikler onlarin yaygin kullanim alanlar1
bulmasimi  saglar. Bu kullanom alanlari  protein  saflagtirma, enzim
immobilizasyonu, kirlilik giderme, ila¢ salimi, fototermal terapi ve manyetik

rezonans goriintiileme olarak ifade edilebilir (Alpay, 2015).

NOM / pH / electrolytes

Magnetic
Nanoparticle

Sekil 1.11. Manyetik nanopartikiillerin yapis1 (https://www.nanoshel.com/magnetic-
nanoparticles/)

1.9.2. Altin Nanopartikiiller

Essiz  ayarlanabilir ~ optik  Ozelliklere  sahip, inert ve  non-toksik
nanomateryallerdendir. Tayin, belirleme ve goriintilleme amagli olarak yaygin
sekilde kullanilmaktadirlar. Altin nanopartikiillerin sundugu en 6nemli avantaj
tiyol baglari vasitasiyla kolayca modifiye edilebilmeleridir. Bu &zellik, enzim
immobilizasyonunda 6nemli avantajlar sunmaktadir (Bao vd., 2007).
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Sekil 1.12. Altin nanopartikiillerin sematik gosterimi (https://www.researchgate.net/
figure/Virtual-sample-set-of-relaxed-gold-nanoparticles-of-different-sizes-and-shapes-
The_fig6_230912444)

1.9.3. Giimiis Nanopartikiiller

Glimis nanopartikiiller yliksek elektriksel ve termal iletkenlik, kimyasal dayanim,
katalitik aktivite ve optik Ozellikleri agisindan essiz fiziko-kimyasal 6zellikler
sergilemektedir. Tiim bu 6zelliklerinden dolay1 giimiis nanopartikiiller biyosensor,
mikroelektronik ve medikal biyo-goriintilemede uygulama alanlar1 bulmustur.
Ayrica, glimiis nanopartikiiller genis spektrumlu bakteri dldiiriicli etkiye sahiptir

ve bu onlara birgok endiistriyel uygulama alani saglamistir.

Altma benzer sekilde glimiisiin de tiyol gruplarina ilgisi vardir ve bu yolla kiikdirt
iceren ligandlarin glimiis nanopartikiillere baglanmasi s6z konusu olur. Ayrica
manyetik 06zellik gosteren bilesikler ile manyetik giimiis nanopartikiiller
hazirlanabilir ve enzim immobilizasyonunda destek materyali olarak kullanilabilir
(Bae vd., 2010).
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Sekil 1.13. Gimiis nanopartikiillerin sematik gosterimi (https://today.anl.gov/2016/01/
silver-nanoparticle-synthesis/#prettyPhoto/0/)

1.9.4. Polimerik Nanopartikiiller

Polimerik nanopartikiiller, polimerlesebilen monomer Onciillerinin uygun
kosullarda polimerlestirilmesi ile sentezlenir. Oldukca kararli olan polimerik
nanopartikiiller, ¢esitli ligandlar kullanilarak yiizey modifikasyonlar1 ile
fonksiyonellestirilmektedirler. Nanopolimerler lineer veya dallanmis olabilirler.
Lineer polimerlere 6rnek olarak N-(2-hidroksipropil)metakrilamid veya polimalik
asit, dallanmig polimerlere 6rnek olarak dendrimerler verilebilir. Nanopolimerlere
baglanabilen molekiiller peptitler veya proteinler, kemoterapi ilaglar1 ve/veya
oligoniikleotidler, membranolitik gruplar ve timdr goriintiileme gruplari olabilir
(Ljubimova ve Holler, 2012).

\\$8 7
u2ERe S\
VUV - -
\S“? -, = >
E% )
Ea Feprn
Polimerik nanokiireler Polimerik Polimerik Polimerzom
nanokapsiiller miseller
Dendrimerler Nanojeller Polimer modifiye Polimerik nanofiberler

Sekil 1.14. Polimerik nanopartikiillerin sematik gosterimi (das Neves vd., 2015)
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2. KAYNAK OZETLERI

Enzimler protein yapisindaki katalizorlerdir ve geleneksel organik ve inorganik
katalizorlerin aksine enzimler biiyliik ve narin molekiillerdir. Bu sebeple bilim
adamlan ve mithendisler gesitli teknolojilerde tekrar tekrar kullanilmalar1 amaciyla
kolaylikla ayrilabilen bir destek lizerine enzim immobilizasyonunu baslangigta zor
bir igslem olarak gormiistiir. Bilindigi iizere enzim immobilizasyonu enzimin
defalarca kullanilmasi, kolay iiriin ayirimi ve enzimin kararliligindaki artig gibi
avantajlarindan dolay1 endiistriyel uygulamalarda 6nem teskil etmektedir. Enzim
immobilizasyonu kovalent ve non-kovalent olmak {izere iki sekilde
gerceklestirilebilir. Non-kovalent immobilizasyon ¢ok ekonomik ve basit bir
metottur ve enzim aktivitesi immobilizasyon sirasinda korunur. Bu metodun temel
dezavantaji enzimin destege zayif baglanmasidir. Adsorbe enzimin kararliligi,
destek ve protein ylizeyindeki amino asit birimleri arasinda olugsan non-kovalent
baglarin kuvvetine baghdir. Enzim ve destek arasinda olusan baglar elektrostatik
ve hidrojen baglaridir. Kovalent immobilizasyonda destek ve enzim molekiilii
arasinda kovalent baglarin olugmasi s6z konusudur. Bu metodun avantaji enzimin
sizmasmin s6z konusu olmamasidir. Ancak bazen kovalent baglarin olusumuna
aktiviteden sorumlu amino asitlerin katilmasi nedeniyle aktivitenin azalmasi gibi

dezavantajlar ortaya ¢ikmaktadir.

Son yillarda biyoteknoloji alaninda manyetik nanopartikiillerin kullanim1 ¢ok
poptilerdir. Enzim immobilizasyonunda destek materyali olarak manyetik
nanopartikiillerin kullanilmasi daha fazla enzim yiiklemesine imkan veren genis
spesifik yiizey alani, diisiik kiitle transfer direnci ve bir manyetik alanin
uygulanmasi ile reaksiyon karistmindan immobilize enzimin segici olarak
ayrilmasi gibi avantajlar sunar. Manyetik nanopartikiillerin kullanildigi enzim
immobilizasyonu ¢alismalarina 6rnek olarak sunlar verilebilir (Huang vd., 2011).

Liao ve Chen (2001) gergeklestirdikleri bir immobilizasyon ¢alismasinda maya
alkol dehidrogenaz enzimini Fe;O4 manyetik nanopartikiiller {izerine immobilize
etmislerdir. Immobilize formdaki enzimin aktivitesinin %62 oraninda korundugu
gozlenmis ve 10 kat oranda artan bir kararlilik sergilenmistir. Arastiricilar serbest
ve immobilize alkol dehidrogenazin kinetik parametrelerini de incelemisler ve

substratina olan ilgisinin bir miktar azaldigim bulmuslardir.
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Chen ve Liao (2002) alkol dehidrogenaz enzimini kendi hazirladiklar1 FezO,4
nanopartikiillerin iizerine kovalent olarak immobilize etmislerdir. Sentezlenen
nanopartikiillerin boyut analizini TEM ile gerceklestiren arastiricilar, alkol
dehidrogenaz immobilizasyonunu FTIR ile gostermislerdir. Immobilizasyon
veriminin neredeyse %100 oldugu ¢alismada Michaelis sabitleri ve maksimum

spesifik aktivite denemeleri de gergeklestirilmistir.

Karigtirilmali proseslerde olusan gaz baloncuklart glukoz oksidaz enzimi iizerine
olumsuz etkiler gostermektedir. Bu amagla manyetik nanopartikiiller {izerine
immobilize edilen glukoz oksidaz enzimi dekstran aldehit ile kaplanarak gaz
baloncugu ile direkt temasi engellenmistir. Bu sayede artan kararliligi ve stabilitesi
ile birlikte karistirmali fermantasyon sistemlerinde basarili  bir sekilde
kullanilabilecegi ifade edilmistir (Betancor vd., 2005).

Shaw vd. (2006), rekombinant esteraz (Pseudumonas putida’dan) enzimini
manyetik nanopartikiller {izerine glutaraldehit aktivasyonu ile kovalent olarak
baglamislardir. Sentezlenen Fe3O4 nanopartikiilleri XRD, TEM, ve FTIR analizleri
ile karakterize etmislerdir. Enzim, immobilizasyon sonrasi baslangi¢ aktivitesinin
%63’iinii korumustur. Immobilize enzim tekrar tekrar kullamlmis ve 10 déngii
sonunda aktivitesinin %84 {inli géstermistir.

Saiyed vd. (2007), manyetik FesO, nanopartikiiller {izerine alkalen fosfotaz
enzimini karbodiimid aktivasyonu ile immobilize etmislerdir. Immobilizasyon
verimi %80-100 ve aktivite verimi %43 olarak elde edilmistir. immobilize enzimin
16 haftalik depolama siiresinde aktivitesinin korundugu bildirilmistir. Hazirlanan
immobilize enzimin uygulamasi olarak plazmid DNA fosforilasyonunda basarili
bir sekilde kullanilmugtir.

Yong vd. (2008), Fe** ve Fe** iyonlarmi Kimyasal olarak birlikte ¢oktiirme
yontemi ile Fe3O, manyetik nanopartikiilleri hazirlamislar ve partikiil yiizeyinde
reaktif gruplar olusturmasi igin manyetik nanopartikilleri vinil-trietoksisilikan ile
dogrudan modifiye etmislerdir. Ardindan nanopartikiilleri yilizey baglaticili radikal
polimerizasyonu yontemi ile glisidil metakrilat ve metakriloksietil trimetil
amonyum kloriir ile asilamiglardir. Olusan partikiilleri X 111 toz kirinimi, TEM,
FTIR ve titresim ornek manyetometresi ile karakterize etmislerdir. Elde edilen
sonuglar polimer zincirlerinin Fe;O,4 nanopartikiillerinin yiizeyine etkili bir sekilde
asitldigini gostermistir. Arastiricilar daha sonra lipaz enzimini %70.4 aktivite
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verimi ile elektrostatik ve kovalent baglanma ile 1limli kosullar altinda manyetik
partikiillerin yiizeyine immobilize etmislerdir. Aragtiricilar immobilize lipazin,
serbest lipaz ile karsilagtirildiginda termal stabilitesinin daha yiiksek oldugunu

rapor etmislerdir.

345

Pan vd. (2009) manyetik Fe;O4-kitosan nanopartikiilleri, Fe** ve Fe*"iin birlikte
¢oktiiriilmesi ile olusan FesO, nanopartikiillerin ylizeyine kitosanin elektrostatik
adsorpsiyonu yoluyla hazirlamiglar ve Aspergillus oryzae B-galaktozidaz enzimini
glutaraldehit aktivite ajan1 yardimiyla kovalent olarak immobilize etmislerdir. Bu
immobilizasyon islemini immobilizasyon siiresi, ¢apraz baglama siiresi, enzim
derisimi, glutaraldehit derisimi ve glutaraldehit ve ¢ozeltisinin baslangic pH
degerlerini inceleyerek optimize etmislerdir. Sonu¢ olarak immobilize enzim
serbest enzime gore daha yiiksek depolama, pH ve termal stabilite gostermistir.
Immobilize enzim 15 kez kullanildiktan sonra baslangi¢ aktivitesinin %92’sini
korumustur. Immobilize B-galaktozidaz ile substrat olarak laktoz kullanildiginda
galaktaoligosakkaritler olusmus ve laktozun %50’si hidrolizlendiginde maksimum
verim %15.5 (w/v) olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglar manyetik FezO;-
kitosan nanopartikiillerin, -galaktozidaz immobilizasyonu i¢in etkili bir destek

oldugunu gostermistir.

Huang vd. (2010), glukoz oksidaz enzimini glutaraldehit kullanarak Fe;O4/SiO,
manyetik nanopartikiillere kovalent olarak immobilize etmistir. Optimum
immobilizasyon pH 6’da %2’lik (w/v) 3-aminopropiltrietoksisilan, %3’lik (w/v)
glutaraldehit ve gram tasiyici basina 0.143 g glukoz oksidaz derisiminde
gerceklesmistir. Immobilize glukoz oksidazin aktivitesi pH 7.0 ve 50°C’de 4570
U/g olarak bulunmustur. Kirk bes °C’de 6 saat bekletildiginde serbest enzim
baslangic aktivitesinin yalnizca %20’sini gosterirken, immobilize enzim baslangic
aktivitesinin  %80’ini gdstermigtir. Immobilize glukoz oksidaz alti kez
kullanildiktan sonra baglangi¢ aktivitesinin %60’ 11 gostermistir. Ayrica serbest ve
immobilize enzimin depo kararlilig1 4°C’de 1 ay boyunca incelendiginde serbest
enzim baglangi¢ aktivitesinin %62’sini korurken, immobilize enzim baslangi¢
aktivitesinin %75’ini korumustur.

Zhu vd. (2014), karboksil gruplari ile fonksiyonellestirilmis silika kapli manyetik
nanopartikiilleri kullanarak, EDC/NHS baglama reaksiyonu ile yeni bir
immobilize  pankreatik lipaz  hazirlamislardir.  Arastiricilar  manyetik
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nanopartikiillerin ylizeyine 50 mg enzim/g manyetik nanopartikiil immobilizasyon
verimi ile pankreatik lipazin kovalent olarak baglandigin1 rapor etmislerdir.
Immobilize lipazin 6zellikleri ile serbest lipazin 6zelliklerini karsilastirmislar ve
immobilize lipazin enzimatik aktivitesinin, tekrar kullanilabilirliginin, termal

stabilitesinin ve depo stabilitesinin 6nemli oranda yiiksek oldugunu bulmuslardir.

Atacan vd. (2016), gallik asit ile On isleme birakilan Fe3O, manyetik
nanopartikiillerin yiizeyine tripsin enzimini bagarili bir sekilde immobilize
etmislerdir. Immobilize enzimin Bradford metodu ile proteinin yiikleme
Olgtimlerini ve N-o-benzoil-DL-arjinin-4-nitroanilit hidrokloririin hidrolizi ile
aktivite  Olclimlerini  gerceklestirmislerdir. Immobilize tripsinin  yiiksek
sicakliklarda (45-55°C) ve bazik pH’larda (6.0-10.5) daha yiiksek enzim aktivitesi
gosterdigini rapor etmislerdir. Immobilize enzimin 4°C’de 120 giin depolamadan
sonra baslangi¢ aktivitesinin %92’sini ve ard arda sekiz kez kullanimdan sonra
baslangig aktivitesinin %54.5’ini korudugunu gdzlemislerdir. immobilize tripsinin
performansint  sigir  serum  albiimin  proteinin  hidrolizini  inceleyerek
gostermiglerdir. Ayrica gergek bir gida 6rnegi olarak sigir siitii kullanmilmig ve
immobilize tripsin ile proteinlerin par¢alandigi SDS-PAGE ile gosterilmistir.

Rodrigues vd. (2018), orgonofosfor pestisitlerinin belirlenmesi i¢in tek
kullanimlik, diisikk maliyetli ve duyarli bir sensor gelistirmek amaciyla kitosan ile
modifiye edilmis Fe;O, manyetik nanopartikiillere asetilkolinesteraz enzimini
glutaraldehit yardimiyla immobilize etmislerdir. Daha sonra enzim bagli manyetik
nanopartikiilleri perde baskili elektrot ylizeyine baglamiglar ve malathion
pestisidinin tayininde kullanmiglardir. Ayrica hazirlanan sensér domates sosu ve
g6l suyu gibi gercek oOrneklerde denenmis ve hazirlanan sensoriin malathion
tayininde iyi duyarlilik ve diisiik dedeksiyon limiti gosterdigi goriilmiistiir.

Timor hiicreleri, daha spesifik olarak lenfatik tiimér hiicreleri, hizli malin
biiylimesini devam ettirebilmek i¢in ¢ok miktarda asparajine ihtiya¢ duymaktadir.
Hiicre diyetten gelen (kan serumu) ve kendi tirettigi (sinirli miktarda) asparajini bu
ihtiyacini karsilamakta kullanmaktadir. Losemik lenfoblast ve diger bazi timor
hiicreleri asparajin sentetaz enziminden yoksundur veya ¢ok az diizeyde sahiptir
ve bu yiizden asparajini de novo olarak sentezleyemez ve hayatta kalabilmesi igin
serumda var olan asparajine ihtiya¢ duyar. Asparajinaz serum asparajin diizeyini
diigiiriir ve protein sentezi i¢in gerekli bir faktoriin uzaklastirilmas: ile timor
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hiicrelerini oldiirlir. Yeterli miktarda asparajin sentetaz enzimi igeren saglikli
hiicreler ise etkilenmeden saglam kalirlar (Narta vd., 2007; Verma vd. 2007). L-
Asparajinaz L-asparajinin L-aspartik asit ve amonyaga hidrolizini spesifik olarak
katalizleyen bir enzimdir ve akut lenfoblastik 16seminin tedavisi igin kemoterapi
ajan1 olarak kullanilir (Zhang vd., 2004). L-asparajinaz yiiksek terapdtik etkisine
karsilik alerjik reaksiyonlar olusturmasi ve sik dozajlama gereksinimi olusturan
kisa yar1 6mre sahip olmas1 gibi bazi kusurlara hala sahiptir (Agrawal vd., 2003).
Bu dezavantajlarm iistesinden gelmek i¢in L-asparajinaz son otuz yildan fazladir
organik, inorganik ve hibrit materyalleri gibi c¢esitli tasiyicilara immobilize
edilmistir.

Asparajinaz immobilizasyonuna iligkin yapilan ilk ¢aligmalardan biri 1982 yilinda
Poznansky vd. (1982) tarafindan yapilmistir. Bu arastiricilar kemoterapi ajani
olarak L-asparajinaz-albumin polimerinin kullaniminin avantajli oldugunu ve bu
yapmin proteolize karst serbest enzime gore daha kararli oldugunu rapor
etmigslerdir. Antitiimor aktivitesi acisindan, immobilize enzimin serbest enzimden
20 kat daha etkili oldugunu ve insan pankreatik tiimor hiicrelerinin biiyiimesini

onemli oranda inhibe ettigini gostermislerdir.

Gombotz vd. (1985) L-asparajinaz enzimini bir plazma filtresinin gozenekli
polipropilen hollow fiberlerine immobilize etmislerdir. Bu amagla fiberlerin
ylizeyine karboksil grubu igermesi nedeniyle poli(metakrilik asit) radyasyonla
astlanmis ve ardindan karbodimid ve NHS kimyasi kullanilarak L-asparajinaz
enzimi kovalent olarak immobilize edilmistir. /n vitro calismalar kapsaminda
immobilize enzimin stabilitesi, kinetik parametreleri ve optimum pH™1
belirlenmistir. /n vivo calisma ise bir hayvan modeli olarak koyun iizerinde
gergeklestirilmistir. Bu arastiricilar bir immobilize L-asparajinaz plazma filtresi
kullanan plazmoferezin, akut lenfositik 16seminin tedavisinde yararli bir klinik

ara¢ oldugunu rapor etmislerdir.

Jean-Francois ve Fortier (1996), L-asparajinaz enzimini poli(etilen glikol) ve
BSA’dan yapilmis bir hidrojel matriksine immobilize etmisler ve BSA
kullanmanin poli(etilen glikol)’lin biyouyumlulugunu artirdigin1 belirtmislerdir.
Elli giinlik depolama sonunda serbest enzimin baslangic aktivitesinin %43’
korunurken, immobilize enzimin aktivitesinin %90’m1  korudugunu rapor
etmislerdir.
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Vina vd. (2001), Erwina carotovora L-asparajinazini biyolojik olarak aktif fruktoz
polimeri levan iizerine kovalent olarak baglamiglardir.  Arastiricilar
immobilizasyon ile immobilize asparajinazin pH’a bagli aktivite grafiginde
genisleme oldugunu ve 40 ve 50°C’deki stabilitesinin dnemli 6lgiide arttigini rapor
etmislerdir. Ayrica immobilize enzimin stabilitesini yaklagik 1 ay korudugunu
gostermislerdir.

Balcao vd. (2001), tetramerik bir enzim olan E. coli L-asparajinazin1 glutaraldehit
ile aktive edilmis agoraza cok noktali kovalent immobilizasyon yontemi ile
immobilize etmislerdir. Arastiricilar bu immobilize sistemin 50°C’de 80 saat
inkiibasyondan sonra bile aktivitesini tamamiyla korudugunu gostermislerdir ve
boylesi yiiksek stabilitenin 6zellikle klinikteki ekstrakorporal aygitlarda dnemli

oldugunu vurgulamiglardir.

Zhang vd. (2004), L-asparajinazi ipek 6zii proteini olan serisin mikropartikiillerine
kovalent olarak immobilize etmisler ve immobilize enzimin orijinal enzim
aktivitesinin % 62.5’ini gosterdigini rapor etmislerdir. Serisine immobilize olmus
enzimin K., degeri serbest enziminkinden 8 kat daha diisiikk ve 40-50°C’deki
sicaklik stabilitesi daha yiiksek bulunmustur. Ayrica immobilize asparajinazin
serbest enzim ile kiyaslandiginda tripsin ile parcalanmaya kars1 dayanikliliginin
arttig ifade edilmistir.

Teodor vd. (2009) hidrojel manyetik nanopartikiilleri sentezlemisler ve elde
ettikleri nano yapilara L-asparajinaz enzimini tutuklama yontemi ile immobilize
etmiglerdir. Nanopartikiillerin sitotoksisitesini ve ayrica mikroorganizmalar ile
etkilesimlerini de degerlendirmislerdir. L-Asparajinaz tutuklanmig biyouyumlu
hidrojel manyetik nanopartikiillerin sismis durumda 300 nm ve kurutulmus
durumda 30 nm boyutunda oldugunu ve bu yapilarin hiicre ve dokulara
girebilecegini rapor etmislerdir. Ayrica yapilan bu caligmada elde edilen nano
yapilarin biyouyumlu oldugu ve tiimorlii dokularda L-asparajinaz saliminda
kullanilabilecegini ifade etmislerdir.

Qiao vd. (2011) poli(glisidil metakrilat-ko-etilen dimetakrilat) polimerini
kullanarak L-asparajinaz i¢in monolitik reaktorler hazirlamiglardir. Sonra L-
asparajinazi polimerik monolite kovalent olarak immobilize ederek bir kapilere
yerlestirmiglerdir. Bu enzimatik mikroreaktorlerin aktivite 6zelligini incelemek
icin Michaelis-Menten kinetik sabitlerini arastirmislardir. Arastiricilar insan
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serumuna L-asparajin ekleyerek bu enzimatik mikroreaktoriin kullanilabilirligini
gostermisler ve bu ekstrakorporal sontiin, enjeksiyonla hastalara dogrudan bir
antikanser ilac1 olarak L-asparajinazin uygulandiginda olusabilecek yan etkileri
ortadan kaldirilabilecegini rapor etmislerdir.

Ghosh vd. (2012)’in yaptig1 bir caligmada polianilin nanolifler sentezlenmis ve L-
asparajinaz enzimi adsorpsiyon yoluyla bu nanoliflere immobilize edilmistir ve
enzim i¢eren destek XPS, XRD, TEM ve FTIR teknikleri ile karakterize edilmistir.
Arastiricilar immobilize L-asparajinazin serbest enzim ile kiyaslandiginda farkl
sicaklik ve pH’larda gergeklesen parcalanma/denatiirasyon islemlerine karsi daha
yiiksek kararliliga sahip oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica immobilizasyondan
sonra Vmax'1n yaklagik iki kat arttigi ve Ky’in de yaklasik 2 kat azaldigi rapor
edilmistir.

Sundaramoorthi vd. (2012) Umman Denizi etrafindaki farkli toprak érneklerinden
izole ettikleri on iki izolatin L-asparajinaz aktivitesini taramis ve bes izolatin L-
asparajinaz aktivitesi gosterdigini bulmuglardir. Daha sonra bu funguslarin {irettigi
L-asparajinaz enzimini alarak farkli destekler iizerine (silika jel, agaroz, aktive
edilmis karbon, karboksimetil seliiloz, yumurta kabugu, trikalsiyum fosfat)
glutaraldehit vasitasiyla kovalent olarak baglamaya calismislardir. En yiiksek
immobilizasyon aktivitesini ve verimini %86.84 olarak silika jel ile elde

etmislerdir.

Mu vd. (2014), manyetik nanopartikiilleri tersinir ekleme-par¢alanma zincir
transfer polimerizasyonu teknigi kullanarak hazirlanmig  poli(2-vinil-4,4-
dimetilazlaktan) polimeri ile fonksiyonellestirmigler ve bu destege L-asparajinaz
enzimini kovalent olarak immobilize etmislerdir. Immobilize enzim sisteminin 10
kez kullanimdan sonra bile aktivitesini %95.7’sini korudugunu ve 10 haftalik
depolama sonunda baglangic aktivitesinin %72.6’sindan fazlasim gosterdigini
rapor etmislerdir. Arastiricilar ayrica bu hazirlanan L-asparajinaz reaktoriiniin
l6semi tedavisinde potansiyel uygulama kabiliyetini goéstermek igin bir
ekstrakorporal sont sistemi simiilasyonunu hazirlamislardir.

Bahreini vd. (2014) tarafindan yapilan bir g¢alismada, pAED4 plasmidinde
klonlanmig asparajinaz II geni E. coli’ye yerlestirilmis ve optimum kosullarda
ekpresse edilmistir. Bu sekilde iiretilen ve kristallendirilen L-asparajinaz 11 enzimi
iyonotropik  jellesme  metoduyla  kitosan-tripolifosfat ~ nanopartikiillere
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yiiklenmisgtir. Optimum tutuklama kosullar1 ve protein yilikleme miktari arastirilmis
ve Kkitosan-tripolifosfat nanopartikiillere enzimin baglandigi FTIR ile
gosterilmistir. Immobilize enzimin serbest enzimle kiyaslandiginda in vitro
yarilanma Omriiniin artti§i, immobilize enzimin sicaklik ve pH stabilitesinin

serbest enzimle karsilastirilabilir oldugu rapor edilmistir.

Ulu vd. (2016a), L-asparajinaz immobilizasyonu igin poli(MAA-co-MMA)-
nigasta kompozitini hazirlamiglar ve FTIR, TGA, DTA ve DSC ile karakterize
etmislerdir. Immobilizasyondan &nce ve sonra yapilan SEM, EDX ve AFM
analizleri ile kompozitlerin yiizeyi analizlenmistir. Immobilize asparajinazin
ozellikleri arastirilmis ve serbest asparajinaz ile karsilastirilmistir. Immobilize
asparajinazin daha iyi sicaklik ve pH stabilitesine sahip oldugu ve 25°C’de 30 giin
depolamadan sonra bile kararliligint korudugu rapor edilmistir.

Ulu vd. (2016b) yayinladiklari baska bir makalede poli(HEMA)-nigasta
kompozitlerinin de asparajinaz immobilizasyonunda kullanilabilecegini rapor
etmislerdir. Asparajinaz aktivitesinin optimum kosullarinin immobilizasyondan
etkilenmedigini, serbest ve immobilize enzimin optimum pH’inin 8.5 ve optimum
sicakliginin 45-50°C oldugunu gostermislerdir. Ayrica immobilize asparajinazin
yuksek pH ve sicaklikta daha kararli oldugunu bulmuslar ve serbest ve immobilize
enzimin Ky, degerlerini 1.58 ve 0.56 MM ve V. degerlerini 5882 ve 3610 U/mg
olarak hesaplamislardir.

Bahraman ve Alemzadeh (2017), E. coli ATCC 11303 asparajinaz enzimini
kalsiyum aljinat kiirelere bagarili bir sekilde immobilize etmisler ve maksimum
asparajinaz aktivitesini elde etmek amaciyla en iyi immobilizasyon kosullarinin
belirlenmesi i¢in yiizey yanit yontemini kullanmiglardir. Sodyum aljinat derigimi,
kalsiyum aljinat kloriir derisimi ve enzim yiikleme gibi en etkili bilesenler
arasindaki etkilesimi ylizey yanit yontemi ile incelemisler ve kullanilan herhangi
bir kalsiyum kloriir derisiminde, sodyum aljinat derisimi arttiginda ylizde
asparajinaz aktivitesinin arttigini rapor etmislerdir. Optimum immobilizasyon
kosullarmin % 1.98 sodyum aljinat, % 3.70 kalsiyum kloriir ve % 46.91 enzim
yiiklemesi oldugunu ifade etmisler ve en yiiksek asparajinaz aktivitesini % 34.49
olarak bulmuslardir.
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Uygun vd. (2017), Au/Ni/Au/PEDOT-PPy-COOH segmentlerini i¢eren ultrasound
stiriciilic nanoteller sentezleyerek asparajinaz enziminin immobilizasyonunda
kullanmiglardir. Arastiricilar nanotel motorlarinin yiizeyine asparajinaz enziminin
immobilizasyonu ile enzimin sicaklik ve pH stabilitesinin, proteazlara karsi
direncinin, substratina olan afinitesinin arttigin1 rapor etmislerdir. Ayrica
asparajinaz tasityan nanotellerin EL4 lenfoma kanser hiicrelerini o6ldiirme

etkinliginin % 92 oldugunu belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Kimyasal ve Cihazlar

Deneylerde Vestel (White FR 540) buzdolabi, Radwag (AS220 C/2) analitik
terazi, Beko (7216DF) dondurucu, Clifton ¢alkalamali su banyosu, Memmert
(Beschicung-Loading Modell 100-800) etiiv, Sigma (3-30 KS) santrifiij cihazi,
Hanna (pH 211) pH metre, Wisd (WB-22) sogutmali su banyosu, Shimadzu (UV-
1601) UV-Vis spektrometre, Daihan (MSH-20D) sicaklik ayarli karistirici, Velp
(Multistirrer 15) ¢oklu manyetik karistirici, Heidolph (Promax 202) calkalayici,
Ultrasonic (LC30) ultrasonik banyo, GFL (2001/4) saf su cihazi, Isolab (CAPP)
otomatik pipetler, ultra saf su cihazi (Millipore Simplicity UV) kullanilda.

Escherichia coli’den saflagtirilmig L-Asparajinaz, L-asparajin, yapay insan serumu
ve glisidil metakrilat Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya)’dan temin edildi.
Poli(vinil alkol) [PVA], etil alkol, metil alkol, magnetit (Fe3O,4), Nessler reaktifi,
etilenglikol dimetakrilat (EGDMA) Aldrich (Steinheim, Almanya)’dan temin
edildi; 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) Merck-Schuchardt’dan temin edildi.

Sentezlenen mag-nano-poli(HEMA-GMA) polimerinin karakterizasyonu igin
Manisa Celal Bayar Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii’nde
bulunan FTIR spektrofotometresi (BX Perkin Elmer); Izmir Yiiksek Teknoloji
Enstitiisii Arastirma Merkezi’nde bulunan Taramali Elektron Mikroskobu (Philips
XL-30S FEG), Atomik Kuvvet Mikroskobu (Digital Instruments-MMSPM
Nanoscape 1V) ve Enerji Dagilimli X-151n1 analiz cihazi (LEO, EVO 40 Carl Zeiss
NTS, Peabody, Massachusetts) ve Selguk Universitesi Ileri Teknoloji Arastirma-
Uygulama Merkezi’'nde bulunan Elektron Spin Rezonans Spektrometresi (JEOL
JES-FA300) kullanilda.
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3.2. Yontem
3.2.1. Manyetik Nanopartikiillerin Sentezlenmesi

Manyetik nanopartikiillerin [poli(HEMA-GMA)] sentezi i¢in yiizey aktif madde
icermeyen emiilsiyon polimerizasyonu teknigi kullanildi. Bu amagla stabilizator
olarak kullanilan PVA’dan 0.5 g tartilip 45 mL saf suda ¢oziildii. Hazirlanan PVA
¢ozeltisinin 25.0 mL’si polimerizasyonun ger¢eklesecegi 100 mL hacimli cam
reaktore aktarilarak {izerine 0.6 mL HEMA monomeri, 0.3 mL EGDMA c¢apraz
baglayicist ve 50.0 pnL. GMA monomeri ilave edilerek 30 saniye yavas yavas
calkalandi. Daha sonra, sentezlenen polimere manyetik 6zellik kazandirmak
amaciyla 0.2 g FesO, ve reaktore baslatici olarak potasyum persiilfat (KPS)
cozeltisi (0.0198 g/45 mL su) ilave edildi. Hazirlanan ¢ozelti 70°C’de 4 saat
boyunca 200 rpm’de su banyosunda calkalandi. Polimerlesmenin ger¢eklesip
gerceklesmedigi seffaftan kizilimsi beyaza donen renk takibi ile gdzlendi.
Polimerizasyon isleminin sonunda reaksiyon karisimi oda sicakligma sogutuldu ve
reaksiyona katilmayan monomerler ve magnetitin uzaklastirilmasi i¢in 10 dk 5000
rpm’de santrifiij yapildi. Stipernatan alinip 18000 g’de 15 dk santrifiijlenerek
manyetik nanopartikiiller ¢oktiiriildii ve daha sonra sirasiyla 15’er mL etanol,
etanol/su (1:1) ve su ile yikandi. Yikama isleminin ardindan ¢dken poliHEMA -
GMA) manyetik nanopartikiillere polimerizasyon hacmi (yaklagik 71 mL) kadar
saf su ilave edildi ve emiilsiyon olusturmalar1 saglandi. Sentezlenen polimerler
kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda ve mikrobiyal {iremenin engellenmesi
icin % 0.02’lik NaNj ¢dzeltisi igerisinde saklandi. Islemler Sekil 3.1°de sematize

edilmistir.
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Sekil 3.1. Manyetik nanopartikiillerin [poliHEMA-GMA)] sentezlenmesi
3.2.2. Manyetik Nanopartikiillere L-Asparajinaz immobilizasyonu

Manyetik nanopartikiillere L-asparajinazin immobilizasyonu i¢in nanopartikiiller
once 100 mM pH 8.0 fosfat tamponu ile dengelendi. Daha sonra 0.003 mg/mL
derisimindeki asparajinaz ¢ozeltisi (pH 8 potasyum fosfat tamponunda) mag-nano-
poli(HEMA-GMA) polimerinin bulundugu ortama ilave edildi. Nanopartikiil ve
enzim karisimi 24 saat boyunca manyetik karistirict yardimiyla karistirilarak L-

asparajinaz enziminin manyetik nanopartikiillere immobilizasyonu gergeklestirildi.

3.3. Manyetik Nanopartikiillerin [poli(HEMA-GMA)]
Karakterizasyonu

Mag-nano-poli(HEMA-GMA) ve asparajinaz bagli mag-nano-poli(HEMA-
GMA)’ nin FTIR spektrumlariin alinmasi amaciyla toz haline getirilen 6rnekler
uygun miktarda (1:1) KBr ile karistirildiktan sonra pelet haline getirildi. FTIR
spektrumlari, BX Perkin Elmer FTIR cihazi kullanilarak elde edildi.

Sentezlenen polimerin manyetik 6zellik kazandigini belirlemek amaciyla uygun
miktarda Ornekler kurutulup oda sicakliginda Elektron Spin Rezonans
Spektrometre (SEOL JES-FA 300) cihazi kullanilarak ESR spektrumlari alindu.



38

Sentezlenen polimerin yiizey ve boyut 6zellikleri SEM (Philips XL-30S FEG) ve
AFM (Digital Instruments-MMSPM Nanoscape V) cihazlar1 kullanilarak
incelendi. Manyetik nanopartikiillere L-asparajinaz enziminin baglandig: ise SEM-
EDX analizi ile belirlendi.

3.4. Asparajinaz Aktivite Tayini

Serbest ve immobilize asparajinazin aktivitesi Mashburn ve Wriston (1963)
tarafindan Onerilen metoda gore yapildi. Bu metodun temeli substrat olarak
kullanilan asparajin hidrolizine bagli olarak ortaya ¢ikan amonyak miktarinin

Olclilmesine dayanmaktadir.

Bu amagla 1.0 mL 10 mM L-asparajin (0.05 M Tris-HCI pH 8.6 tamponunda)
hazirlanmig ve belli miktarda enzim igeren reaksiyon karigimi 37°C’de 30 dk
inkiibe edildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in 0.1 mL 1.5 M trikloroasetik asit (TCA)
ortama ilave edildi. Reaksiyona katilmayan proteinleri ayirmak i¢in karisim 10000
g’de 5 dk santrifiijlendi. Daha sonra siipernatandan 500 pL alind1 ve iizerine 1.75
mL saf su 0.25 mL Nessler reaktifi eklenerek 10 dk inkiibe edildi. Bu ¢6zeltiden 1
mL alinarak 480 nm’de absorbansi okundu. Bir tinite L-asparajinaz (U) 37°C'de,
dakikada 1 pmol amonyak iiretebilen enzim miktar1 olarak tamimlandi ve {inite
hesabi Esitlik 3.1 kullanilarak yapildi. (Ulu vd., 2016b)

_ Serbestlenen Amonyak (umol) (E itlik 3 1)
- Zaman(dak)xReaksiyonkarisimindaki enzim miktar1 (mg) 3 )

Izlenen yol Sekil 3.2°de sematize edilmistir.
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Sekil 3.2. Asparajinaz aktivite tayini

3.4.1. Serbest ve Immobilize Asparajinaz Aktivitesine pH’mn Etkisinin

incelenmesi

Serbest ve immobilize asparajinaz aktivitesine pH etkisinin incelenmesi i¢in enzim
ve substrat ¢ozeltileri pH 4.5-5.5 asetat tamponu; pH 6.5 potasyum fosfat
tamponu; pH 7.5-8.5 Tris-HCI tamponu ve pH 9.5 karbonat tamponunda
hazirlandi. Aktivite 6l¢iimleri Boliim 3.4 anlatilan yonteme gore yapildi. Serbest
ve immobilize enzimin aktivite degerleri ise Esitlik 3.1 kullanilarak hesaplandi. En
yiiksek aktivite degeri % 100 kabul edilerek % aktivite degerleri hesaplandi ve pH
degerlerine karsiik % aktivite degerleri grafige gecirildi. Boylece serbest ve

immobilize asparajinazin optimum pH degeri belirlendi.

3.4.2. Serbest ve Immobilize Asparajinaz Aktivitesine Sicakhgin Etkisinin
Incelenmesi

Serbest ve immobilize asparajinaz aktivitesine sicakligin etkisinin incelenmesi igin
farklh sicakliklarda (15; 25; 35; 45; 55; 65°C) serbest ve immobilize asparajinaz
cozeltileri hazirlandi. Aktivite Olciimleri Bolim 3.4’de anlatilan yonteme gore
yapildi. Serbest ve immobilize enzimin aktivite degerleri ise Esitlik 3.1
kullanilarak hesaplandi. Hesaplanan aktivite degerlerinden en yiiksek aktivite
degeri %100 kabul edilerek % aktivite degerleri belirlendi. Sicaklik degerlerine
karsilik % aktivite degerleri grafige gegirildi. Bdylece serbest ve immobilize

asparajinazin optimum sicaklik degerleri belirlendi.
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3.4.3. Serbest ve Immobilize Asparajinaz Aktivitesine Substrat Derisiminin
Etkisinin Incelenmesi

Serbest ve immobilize asparajinazin aktivitesine substrat derisiminin etkisini
incelemek iizere serbest enzim i¢in pH 6.5 potasyum fosfat tamponunda
immobilize enzim i¢in pH 7.5 Tris-HCI tamponunda farkli derisimlerde (1.0; 1.2;
1.4; 1.6; 3.2; 6.4; 12.8; 25.6 mM) substrat (L-asparajin) ¢ozeltileri hazirlandi.
Hazirlanan bu ¢ozeltilerle Boliim 3.4’de anlatilan yonteme gore aktivite 6lgiimleri
yapildi. Serbest ve immobilize asparajinaz i¢in baslangic hiz degerleri hesaplandi
ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Cizilen grafiklerden elde edilen verilerle Ky,
ve Vmax degerleri hesaplandi.

3.4.4. Serbest ve Immobilize Asparajinaz Enziminin Isil Kararhhginmn

Incelenmesi

Serbest ve immobilize asparajinazin 1sil kararliliginin belirlenmesinde serbest ve
immobilize enzim i¢in 55°C’de aktivite 6lgiimleri yapildi. Serbest ve immobilize
enzim 55°C’ye ayarlanan 1siticili blokta 600 dk inkiibe edilerek belli araliklarla
aktivite 6l¢iimleri yapildi. Aktivite 6l¢iimleri Boliim 3.4’de anlatilan yonteme gore
yapildi. Aktivite degerleri serbest ve immobilize asparajinaz i¢in belirtilen
sicakliklarda zamana kars1 % aktivite degeri olarak grafige gecirildi.

3.4.5. Serbest ve immobilize Asparajinaz Enziminin Depo Kararhhgmnmn

incelenmesi

Serbest ve immobilize asparajinazin depo kararliliginin belirlenmesi igin serbest
ve immobilize enzim +4°C’de 40 giin boyunca inkiibe edildi. Bu siire i¢inde belirli
araliklarla aktivite Olglimleri yapildi. Zamana bagli olarak aktivitedeki
degisiklikler Boliim 3.4’de anlatildig1 gibi 6l¢iildii. Aktivite degerleri % aktivite
olarak zamana kars1 grafige gecirildi.
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3.4.6. Iimmobilize Asparajinaz Enziminin islemsel Kararlihgmnin incelenmesi

Immobilize enzimin islemsel kararliliginin belirlenmesi i¢in immobilize enzim ile
art arda aktivite dl¢iimleri yapildi ve bu 6lclimler 8 kez tekrar edildi. Yapilan her
6l¢iimiin ardindan immobilize asparajinaz pH 6.5 potasyum fosfat tamponu ile
yikandi. Aktivite dl¢iimleri dongii sayisina karsi % aktivite degeri olarak grafige
gegirildi.

3.4.7. immobilize Asparajinazin Insan Serumunda L-Asparajin Hidrolizinde

Kullanmilabilirliginin Arastirilmasi

Manyetik nanopartikiillere immobilize edilen asparajinazin bir uygulamasi olarak
ticari olarak satin alinan insan serum o6rnegine belli bir miktarda asparajin ilave
edilerek immobilize asparajinaz ile hidrolizi gergeklestirildi. Serbest ve
immobilize enzimin etkinlikleri kiyaslandi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Manyetik Nanopartikiillerin Sentezlenmesi ve Karakterizasyonu

Bu tezde manyetik nanopartikiiller [poliHEMA-GMA)] siirfaktansiz emiilsiyon
polimerizasyon yoOntemi ile sentezlenmistir. Sentezlenen nanopolimerik yapinin
kimyasal yapis1 ve sematik goriintiisii ve bu yapiya asparajinaz enziminin kovalent

olarak baglanmasina iligkin 6nerilen mekanizma Sekil 4.1.a ve b’de gosterilmistir.

a)

HEMA GMA Fe,0, Manyetik poli(HEMA-GMA)

L-Asparaiinaz

Manyetik poliHEMA-GMA)

L-Asparajinaz bagh
Manyetik poli(HEMA-GMA)

Sekil 4.1. Manyetik nanopartikiil [poli(HEMA-GMA)] (a) ve L-asparajinaz bagli manyetik
nanopartikiiliin [poliHEMA-GMA)] nin kimyasal yapilar1 (b)
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Nanopolimerik yapiya asparajinaz enziminin kovalent olarak baglandigi FTIR ve
SEM-EDX o6l¢timleri ile gosterilmistir. Sekil 4.2’de enzim tagimayan ve enzim
tagtyan nanopolimerlerin FTIR spektrumlar1 ve Cizelge 4.1°de protein ve
peptitlerin karakteristik IR bantlarinin bir listesi goriilmektedir (Kong ve Yu,
2007).

4000 3800 3600 300 200 3000 2800 %00 2400 200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Wavenumbers [1/em)

Sekil 4.2. Enzim tastyan ve enzim tasimayan nanopolimerlerin FTIR spektrumlari

Sekilde goriildiigi iizere 3500 cm™ civarinda —OH gerilme titresimleri
bulunmaktadir. 3300 cm™ civarinda C-H gerilmeleri, 1750 cm™ civarinda C=0
gerilmeleri, 1260 cm™ civarinda C-O bantlari goriilmektedir. Ozellikle 1570 cm™
civarinda gozlenen Amid II bandi protein yapisindaki asparajinaz enziminin
iceriginden kaynaklanmaktadir.
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Cizelge 4.1. Proteinlerin ve peptitlerin karakteristik IR bantlarinin degerleri (Kong ve Yu,

2007)

Adlandirma Yaklasik frekans (cm‘l) Aciklama

Amid A 3300 NH gerilme

Amid B 3100 NH gerilme

Amid I 1600-1690 C=0 gerilme

Amid II 1480-1575 CN gerilme. NH
biikiilme

Anud IIT 1229-1301 CN gerilme. NH
biikiilme

Amid IV 625-767 OCN biikiilme

Amid V 640-800 Diizlem dis1 NH
biikiilme

Amid VI 537-606 Diizlem disa Cc=0
biikiilme

Amid VII 200 Iskelet biikiilmesi

Sekil 4.3’de manyetik nanopartikiillere iliskin EDX analizi grafigi ve Cizelge
4.2’de ise bu analizden elde edilen veriler goriilmektedir. Nanopolimerik yapiya
asparajinaz enziminin katildigi N ve S varhigi ile gosterilmistir. Bu asparajinaz
enziminin i¢erdigi sistein ve methionin amino asitlerin miktarindan
nanopolimerlere baglanan enzim miktar1 66.43 mg asparajinaz/g nanopartikiil
olarak hesaplandi.
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Sekil 4.3. Asparajinaz bagli manyetik nanapartikiillerin EDX spektrumu
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Cizelge 4.2. Asparajinaz bagl manyetik nanopartikiillerin EDX analizine iliskin veriler

Element Wt% Atomic %
C 62.39 70.04
N 2.86 2.76
0 30.32 25.55
P 1.35 0.58
S 0.05 0.02
K 3.03 1.04
Total: 100.00 100.00

Nanopolimerlerin yapisina magnetit bilesiginin katildiginin bir kanit1 olarak alinan
ESR spektrumlar1 Sekil 4.4’de go6sterilmistir. Bu grafikten elde edilen veriler ve
g= (h.v) / (B.Hr) esitligi kullanilarak g faktorii 2.14 olarak hesaplandi. Burada h,
Plank sabiti (6,626.10°% erg/s); B evrensel sabiti (9,274.10% erg/G) ; v, frekans
(Hz) ve Hr, manyetik alanin rezonansim (G) ifade etmektedir. Fe** igin rapor
edilen g faktorii degerleri 1.4-3.1 (diisiik spin kompleksleri) ve 2.0-9.7 (yiiksek
spin kompleksleri) seklindedir. Bu tezde sentezlenen nanopolimerik materyalin g
degeri 2.14 olarak hesaplanmistir ve bu da nanopolimerin manyetik 6zellik

kazandigim gostermektedir.

50mT

H,=307.60 mT
‘ g=214

Mo A

P=1mW
T=293K
f=9.22 GHz
Ac=5
Mod Width = 0.1 mT
Sweep Width = 500 mT

CF: 250.00 [mT]

Sekil 4.4. Manyetik nanopartikiillerin ESR spektrumu
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Sentezlenen polimerin yapisinin yiizey morfolojisi ve boyutu SEM ve AFM
analizleri ile belirlenmis ve Sekil 4.5 a ve b’de gosterilmistir. Elde edilen
fotograflardan sentezlenen polimerlerin kiiresel, benzer boyutlu ve ortalama 117.5
nm boyutunda oldugu goriilmektedir.



IYTEMAM

Sekil 4.5. Manyetik nanopartikiillerin SEM ve AFM fotografi (aveb)
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4.2. Manyetik Nanopartikiillere L-Asparajinaz Immobilizasyonu

Bu tezde L-asparajinaz enzimi manyetik poli(HEMA-GMA) nanopartikiillere
polimerik yapidaki GMA monomerinin epoksi grubu vasitasiyla kovalent olarak
immobilize edilmistir. Immobilize edilen L-asparajinaz miktari enzim bagli
nanopartikiillerin SEM-EDX analizi ile yapidaki S atomu dikkate alinarak
hesaplanmis ve 66.43 mg asparajinaz/g nanopartikiil olarak bulunmustur.

Mu vd. (2014) yaptiklari bir caligmada manyetik nanopartikiilleri poli(2-vinil-4,4-
dimetilazlaktan) ile fonksiyonellestirmigler ve bu manyetik nanopartikiillere
kovalent olarak bagladiklar1 asparajinaz miktarini 38.0 mg/mg nanopartikiil olarak
bulmuglardir. Bu calisma ile karsilastirildiginda sentezledigimiz poli(HEMA-
GMA) nanopartikiillerinin kovalent olarak asparajinaz baglama kapasitesinin daha

ylksek oldugu goriilmektedir.

4.2.1. Serbest ve Immobilize Asparajinaz Aktivitesine pH’mn Etkisinin

incelenmesi

Serbest ve immobilize asparajinaz aktivitesine pH’in etkisi pH 4.5 ve pH 9.5
arasinda farkli tampon ¢ozeltiler kullanilarak incelenmis ve elde edilen sonuglar
Sekil 4.6’da gosterilmistir. Buradan serbest enzimin optimum pH’min pH 7.5 ve
immobilize enzimin optimum pH’min 6.5 oldugu goriilmektedir. Literatiirde E.
coli L-asparajinaz enziminin optimum pH’1 7.0; 8.0 ve 8.5 olarak rapor edilmistir
(Zhang vd. 2004; Zhang vd. 2005 ve Ulu vd. 2016b). Bu tezde elde edilen
sonuclar degerlendirildiginde serbest enzimin optimum pH’1 literatiirde rapor
edilen degerlere yakin oldugu, immobilize enzimin optimum pH’min asidik
bolgeye kaydig1 goriilmektedir.
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% Aktivite

pH

Sekil 4.6. Serbest ve Immobilize asparajinaz aktivitesine pH’1n etKisi

4.2.2. Serbest ve immobilize Asparajinaz Aktivitesine Sicakhgm Etkisinin

incelenmesi

Serbest ve immobilize asparajinaz aktivitesine sicakligin etkisi 15-65°C arasindaki
sicakliklarda incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.7°de gosterilmistir. Elde
edilen grafikten serbest asparajinazin optimum sicakligi 45°C ve immobilize
asparajinazin optimum sicakligt 55°C olarak bulunmustur. Zhang vd. (2004)
yaptiklar1 bir c¢alismada serbest asparajinaz i¢in optimum sicakligi 50°C ve
immobilize asparajinaz ig¢in optimum sicakligi 60°C olarak bulmuslardir.
Immobilizasyon ile enzimin sicaklik stabilitesinin artmas1 genellikle gozlenen bir

durumdur.
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Sekil 4.7. Serbest ve immobilize asparajinaz aktivitesine sicakligin etkisi

4.2.3. Serbest ve immobilize Asparajinaz Aktivitesine Substrat Derisiminin
Etkisinin incelenmesi

Bu caligmada serbest ve immobilize asparajinazin kinetik sabitleri L-asparajin
substrat1 kullanilarak belirlenmistir. Serbest ve immobilize asparajinaz igin ¢izilen
Lineweaver-Burk grafikleri Sekil 4.8 ve Sekil 4.9 ve bu grafiklerden elde edilen
kinetik degerler ise Cizelge 4.3’de verilmistir. Vi, substratina doygun oldugu
kosullarda enzimin sergiledigi en yiiksek hizdir ve difiizyonel sinirlamalardan
etkilenmektedir. Bu ¢alismada immobilize asparajinazin maksimum hizi, serbest
asparajinazdan yaklasik 10 kat daha kii¢iik bulunmustur.

Km enzimin substratina olan ilgisini gosterir ve genellikle immobilizasyonla olusan
difiizyonel engeller ve sterik etkiler nedeniyle Ky,’de bir artis gozlenir. Ancak bu
calismada K, immobilizasyonla azalmis yani enzimin substratina olan ilgisi
artmigtir. Bu durum, enzimin bir destege immobilizasyonuyla {i¢ boyutlu yapisinda
gerceklesen degisiklikler sonucu substratina artan ilgisinden kaynaklanabilir.
Asparajinazin immobilizasyonu sonucu Kp’in azalmasi Ulu vd. (2016) tarafindan
yapilan ¢aligmada da goriilmistiir. Ky, turnover sayisi olarak bilinir ve bu enzimin
immobilizasyon sonucu goésterdigi davranisi yorumlamada onemlidir. Bu tezde
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immobilize asparajinazin ke degeri 497 dk* bulunurken, serbest asparajinaz Keg
degeri 47356 dk™ bulunmustur.
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Sekil 4.8. Serbest asparajinaz i¢in Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.9. Immobilize asparajinaz icin Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.3. Serbest ve Immobilize asparajinazin kinetik parametreleri

Kn(mM) Vmax(pmol/dk) Kear(d kl)
Serbest Enzim 9.23 0.206 47356
Immobilize Enzim 6.94 0.0237 497

4.2.4. Serbest ve Immobilize Asparajinazin Isil Kararlihgmin incelenmesi

Immobilizasyonla genellikle yiiksek sicakliklarda enzimin kararliligi artar ve bu
immobilize enzime endiistriyel uygulamalarda bir takim avantajlar ve ekonomi
saglar. Bu tezde immobilize asparajinazin aktivitesi 55°C’de 600 dk boyunca
incelenmis ve serbest asparajinazin aktivitesi neredeyse tamamen kaybolurken
immobilize asparajinazin %50 civarinda aktivitesini korudugu goriilmiistiir (Sekil
4.10).
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Sekil 4.10. Serbest ve immobilize asparajinaz aktivitesinin 55°C’de zamana bagli degisimi

Youssef vd. (2008), kalsiyum aljinat-jelatin kompozitlere immobilize ettikleri L-
asparajinaz enziminin 60°C’de 30 dk boyunca termal stabilitesini incelemisler ve
immobilize asparajinazin  baslangic  aktivitesinin  %66’sin1  korudugunu
bulmuslardir. Bu tezdeki immobilize asparajinaz 55°C’de 30. dakikada baslangi¢

aktivitesinin %66.9 unu gostermistir.
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4.2.5. Serbest ve Immobilize Asparajinaz Enziminin Depo Kararlihgmin

incelenmesi

Immobilizasyon islemlerindeki bir diger 6nemli faktdr immobilize enzimin depo
kararliligidir. Bu ¢alismada serbest ve immobilize asparajinazin depo kararliligi 40
giin boyunca izlenmis ve bu siire sonunda serbest enzim yaklasik %1 aktivite
gosterirken, immobilize enzimin %30 aktivite gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Serbest ve immobilize asparajinazin depo kararliliginin incelenmesi

Ulu vd. (2016) yaptiklar1 bir ¢aligmada asparajinaz enzimini pHEMA-nisasta
kompozitlerine immobilize etmisler ve immobilize asparajinazin depo kararliligini
4°C’de 15 giin boyunca izlemiglerdir. Onbesinci giin sonunda immobilize
asparajinazin baglangic aktivitesinin %60°m1 korudugunu rapor etmislerdir. Bu
tezde yapilan immobilizasyon isleminde immobilize asparajinaz 10 giiniin

sonunda baslangi¢ aktivitesinin %48.28’ini gostermigtir.
4.2.6. immobilize Asparajinazin islemsel Kararlihgmin incelenmesi

Immobilize enzimlerin 6nemli bir avantaji defalarca kullanilabilmeleridir ve
kullanimlar1 sirasinda aktivitenin korunmasi da sarttir. Bu ¢alismada immobilize
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asparajinaz sekiz kez ard arda kullanilmig ve bu kullanimlar sonunda aktivitenin
%60’ 1ndan fazlast korunmustur. Bu endiistriyel agidan olduk¢a 6nemlidir.
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Sekil 4.12. immobilize asparajinazin islemsel kararlihginin incelenmesi

Zhang vd. (2004) ipek 6zii proteini olan serisin mikropartikiillerine asparajinaz
enzimini immobilize etmisler ve immobilize enzimi bes kez ard arda kullanarak
islemsel kararhiligini incelemislerdir. Bes kullanimdan sonra immobilize enzimin
yaklasik %80 aktivite gosterdigini rapor etmislerdir. Yapilan bu tezde immobilize
asparajinaz  bes kullanimdan sonra baslangic aktivitesinin = %85.14’{inii

gostermistir.

4.277. immobilize Asparajinazin Yapay Insan Serumunda L-Asparajin
Hidrolizinde Kullanilabilirliginin Arastirilmasi

Bu tezde hazirlanan immobilize asparajinazin biyolojik ortamlarda 6zellikle serum
gibi bir ortamda kullanilabilirligini gostermek i¢in 25 mM asparajin eklenmis
yapay insan serum o6rneginde aktivite Ol¢iilmiis ve serbest enzimin bu ortamda
gosterdigi aktivite ile karsilagtirilmistir. Elde edilen sonuglara gbére immobilize
asparajinazin serbest asparajinaza gore %74.74 aktivite gosterdigi goriilmiistiir ve

bu deger oldukga iyi bir degerdir.






57

5. SONUC

Bu c¢alismada elde edilen sonuglar agagidaki gibi 6zetlenebilir:

Nanopolimerik yapiya asparajinaz enziminin kovalent olarak baglandig1 FTIR ve
SEM-EDX olgiimleri ile goriilmiistiir.

Nanopolimerlerin yapisina magnetit bilesiginin katildigit ESR spekturumlan ile
gosterilmistir.

Sentezlenen polimerin yiizey morfolojisi ve boyutu SEM ve AFM fotograflari ile
goriilmiistiir. Elde edilen fotograflarda polimerlerin kiiresel, benzer boyutlu ve
ortalama 117.5 nm boyutunda oldugu gértilmiistiir.

Manyetik nanopartikiillere kovalent olarak baglanan L-asparajinaz enziminin
miktart SEM-EDX analizi ile yapidaki S atomu dikkate alinarak hesaplanmis ve
66.43 mg asparajinaz/g nanopartikiil olarak bulunmustur.

Serbest ve immobilize asparajinaz aktivitesine pH’mn etkisi pH 4.5 ve pH 9.5
arasinda farkli tampon ¢dzeltiler kullanilarak incelenmis ve serbest enzimin
optimum pH’t pH 7.5; immobilize enzimin optimum pH’t pH 6.5 olarak
gbzlenmistir.

Serbest ve immobilize asparajinaz aktivitesine sicakligin etkisi 15-65°C arasindaki
sicakliklarda incelenmis ve serbest asparajinazin optimum sicakligi 45°C iken
immobilize asparajinazin 55°C olarak bulunmustur.

Serbest ve immobilize asparajinaz igin key degerleri sirastyla 47356 dk™* ve 497
dk™ olarak bulunmustur.

Serbest ve immobilize asparajinaz aktivitesi 55°C’de 600 dk boyunca incelenmis
ve serbest asparajinazin aktivitesi neredeyse tamamen kaybolurken immobilize
asparajinazin %50 civarinda aktivitesini korudugu gortilmistiir.

Serbest ve immobilize asparajinazin depo kararliligi 40 giin boyunca izlenmis ve
serbest enzim yaklagik %1 aktivite gosterirken immobilize enzimin %30 aktivite
gosterdigi bulunmustur.

Immobilize asparajinaz sekiz kez ard arda kullanilmis ve bu kullanimlar sonunda
aktivitesinin %60’ indan fazlasin1 korudugu gorilmiistiir.

Immobilize asparajinazin serum ortaminda kullanilabilirli§ini gdstermek igin 25
mM asparajin eklenmis yapay insan serum orneginde aktivite dl¢iilmiistiir. Serbest
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ve immobilize asparajinazin etkinlikleri kiyaslandiginda immobilize asparajinazin
serbest asparajinaza gore % 74.74 aktivite gosterdigi goriilmiistiir.

Bu tezde manyetik nanopartikiiller sentezlenmis ve bu manyetik nanopartikiillere
L-asparajinaz enzimi kovalent olarak immobilize edilmistir. Immobilize enzimin
optimum pH, optimum sicaklik degerleri ve kinetik sabitleri belirlenerek, serbest
enzim ile karsilastirilmistir. immobilize enzimin 1s1l ve depo kararliliginin serbest
enzimden daha yiiksek oldugu goriilmiis ve immobilize enzim defalarca
kullanilabilmistir. Ayrica immobilize asparajinaz yapay serum ortaminda %74.74
aktivite verim ile asparajini pargalayabilmistir. Tezin giris kisminda da
bahsedildigi gibi L-asparajinazin antikanser ilaci olarak tipta kullanimi soz
konusudur. Bu tezde hazirlanan manyetik nanopartikiillere immobilize edilmis
asparajinazin ozellikle 16semi kanserindeki etkinliginin in vitro ve in vivo olarak
belirlenmesi bu tezin eksik kisimlarini olugturmaktadir ve gelecekte yapilmasi
planlanan calismalar arasindadir. L-Asparajinazin bir diger uygulama alan
biyosensorlerdir ve hazirlanan asparajinaz  immobilize edilmis manyetik
nanopartikiillerin, biyosensor alanindaki etkinligi de gelecek caligmalarda ortaya
konmalidir. Tlaveten gida katki maddesi olarak kullanim alani1 bulan L-asparajinaz
enziminin yerine immobilize asparajinazin kullanilmast ve aktivitesinin
degerlendirilmesi de yapilabilecek diger ¢alismalardan biridir.
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