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ÖZET 

KANSER TEDAVĠSĠNDE KULLANILAN L-ASPARAJĠNAZIN 

MANYETĠK NANOPARTĠKÜLLERE ĠMMOBĠLĠZASYONU 

Hande ORHAN 

Yüksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dalı 

Tez DanıĢmanı: Prof. Dr. Deniz AKTAġ UYGUN 

2018, 72 sayfa 

Bu tezde, anti-lösemik enzim E. coli kaynaklı L-asparajinaz (EC 3.5.1.1) manyetik 

poli(HEMA-GMA) nanopartiküllerine immobilize edilmiĢtir. Karakterizasyon 

çalıĢmaları ile manyetik nanopartiküllerin ortalama boyutunun 117.5 nm olduğu 

ve asparajinazın sentezlenen manyetik nanopartiküllere kovalent olarak bağlandığı 

bulunmuĢtur. Ġmmobilize edilen asparajinaz enzimi miktarı 66.43 mg 

asparajinaz/g nanopartikül olarak hesaplanmıĢtır. Ġmmobilize asparajinazın 

aktivitesine pH, sıcaklık ve substrat deriĢiminin etkisi incelenmiĢtir. Serbest 

asparajinazın optimum pH‟ı 7.5 bulunurken, immobilize asparajinazın pH‟ı 6.5 

olarak bulunmuĢtur. Ġmmobilize asparajinazın optimum sıcaklığı serbest 

asparajinaza göre 10°C artmıĢ ve 55°C olarak gözlenmiĢtir. Serbest asparajinazın 

kcat değeri (47356 dk-1), immobilize asparajinazınkinden (497 dk-1) daha yüksek 

bulunmuĢtur. Ayrıca serbest ve immobilize asparajinazın ısıl ve depo kararlılıkları 

incelenmiĢ ve immobilize asparajinazın iĢlemsel kararlılığı belirlenmiĢtir. Bu tezde 

immobilize asparajinazın yapay insan serumundaki etkinliğini belirlemek üzere 

serbest ve immobilize enzimin aktivitesi ölçülmüĢ ve immobilize asparajinazın 

serbest asparajinaza göre %74.74 aktivite gösterdiği gözlenmiĢtir. Elde edilen 

sonuçlar hazırlanan asparajinaz immobilizasyon iĢleminin baĢarılı olduğunu 

göstermektedir. 

 

Anahtar sözcükler: L-asparajinaz, manyetik nanopartikül, immobilizasyon, 

kanser 
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ABSTRACT 

IMMOBILIZATION OF L-ASPARAGINASE USED FOR CANCER 

TREATMENT TO MAGNETIC NANOPARTICLES 

Hande ORHAN 

M. Sc. Thesis, Department of Chemistry 

Supervisor: Prof. Dr. Deniz AKTAġ 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. kcat value of free asparaginase (47356 min-1) was found to be higher than 

that of immobilized asparaginase (497 min-1). 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 
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1. GĠRĠġ 

1.1. L-Asparajinaz 

L-Asparajinaz (L-Asparajin amidohidrolaz EC 3.5.1.1) amidaz grubu enzimlerin 

üyesi olarak bilinen bir amidohidrolaz sınıfı enzimdir ve L-asparajin amino 

asidinin aspartat ve amonyağa yıkımını katalizler. 

 

ġekil 1.1. L-Asparajinaz‟ın reaksiyon mekanizmasının Ģematik gösterimi 

L-Asparajinaz araĢtırıcılar tarafından kapsamlı olarak çalıĢılmıĢ olan 

antineoplastik özellikli ilk terapötik enzimdir. L-Asparajinaz 1904‟de Lang 

tarafından ilk kez gözlenmiĢtir (Lang ve Uber, 1904). L-Asparajinazın fizyolojik 

özellikleri üzerindeki araĢtırmalar yarım yüzyıldan fazla süredir devam etmektedir 

ve bu konudaki sıçrama 1922‟de Clementi‟nin kobay kan serumunda L-

asparajinazın bulunduğunu ortaya çıkarmasıyla gerçekleĢmiĢtir (Clementi, 1922). 

Kidd 1953‟de kobay serumunun tümör inhibisyon kabiliyetini kanıtlamak üzere 

ileri düzeyde deneyler yapmıĢtır. Kidd, deri altına lenfosarkom uygulanmıĢ 

farelerle yaptığı deneylerde kobay serumu enjekte edilenlerde tümör büyümesinin 

olmadığı buna karĢılık, iĢlem görmemiĢ kontrol farelerinin ise karsinoma 

nedeniyle öldüğünü gözlemlemiĢtir. Kidd deneyin ikinci kısmında memeli 

karsinoma ve fibrosarkoma isimli iki farklı lenfomanın, kobay serumu ile 

muamele edildiğinde dejenere olarak yok olduğunu görmüĢtür (Kidd, 1953). 

1961‟de daha yenilikçi bir atılım Broome tarafından yapılmıĢ ve substrat 

özgüllüğü ile kobay serumundaki L-asparajinazın antitümör ajanı olduğu 

gösterilmiĢtir (Broome, 1961). Sonrasında bazı diğer substrat spesifik 
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asparajinazların tümörleri inhibe ettiği bulunmuĢtur (Broome, 1968; Capizzi vd., 

1969; Clubb vd., 1965). 

McCoy, yaptığı in vitro denemelerde asparajin amino asidinin Walker karsinoma 

256 için merkezi öneme sahip olduğunu göstermiĢtir (McCoy vd., 1956). 1954‟de 

Alternbern ve 1965‟de Broome sırasıyla bakteri ve mayadaki L-asparajinazın 

antitümör aktivitesini rapor etmiĢlerdir (Alternbern ve Housewright, 1954; 

Broome, 1965). 

Sonraki çalıĢmalarda L-asparajinazın kobay ve kemiricilerin serumunda 

bulunduğu fakat insanlarda bulunmadığı ortaya çıkarılmıĢtır (Holmquist, 1963). 

Fareler, köpekler ve ratlardaki tümörler kobay serumu, E.coli ve daha az düzeyde 

olmakla birlikte tavuk karaciğerinden saflaĢtırılan asparajinaz enzimi ile 

önlenebilir. L-asparajinazın tip 1 ve tip 2 olan iki izoenzimi,  hem L-asparajin hem 

de L-glutamin için enzim aktivitesi ile karakterize edilebilir. Bununla birlikte, tip 

II asparajinaz, L-asparajine karĢı daha yüksek spesifik davranıĢ sergiler. Tip II 

asparajinaz tam olarak antitümör aktivitesi gösterir ve akut lenfoblastik lösemi 

(ALL)‟de kemoterapötik ajan olarak kullanılır (Kotzia ve Labrou, 2007). 

Piyasadan temin edilebilen asparajinazların ticari isimleri Kolopas, Krasnitin, 

Krisantas, Pasum, Kidrolaz, Elspar, Erwinaz PEG-asparajinaz ve 

Pegasparagasum‟dur (Batool vd., 2016). 

1.2. L-Asparajinaz Kataliz Mekanizması 

Hidrolitik özellikleri nedeniyle, asparajinaz enzimi ALL tedavisinde önemli 

unsurlardan biridir. Hem normal hem de lösemik hücreler, metabolik ihtiyaçları 

için L-asparajin amino asidine gereksinim duyarlar. Normal hücreler transaminaz 

enzimi ile okzaloasetat ve glutamattan aspartat ve α-ketoglutarat oluĢturur. Sağlıklı 

hücreler büyümeleri için aspartatı, L-asparajin sentetaz enzimi ile asparajine 

dönüĢtürürler. Sonuç olarak sağlıklı hücrelerde aspartat, asparajin sentetaz enzimi 

ile asparajine dönüĢtürülür. Neoplastik hücreler, L-asparajinaz sentetaz enziminin 

eksikliği nedeniyle asparajin sentezleme kabiliyetinden yoksundurlar. Dolayısıyla 

varlıkları ve üremeleri için dıĢ kaynaklı asparajin desteğine ihtiyaç duyarlar. Sonuç 

olarak tümör hücreleri için dolaĢımda gerekli olan asparajinin tümü biter ve bu 

kanser hücrelerinin beslenme yetersizliğine sebep olur ve nihayetinde kanser 

hücreleri ölür. 
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ġekil 1.2. Normal ve tümörlü hücrelerde L-asparajinazın etki mekanizması 

Klinik veriler son yirmi yıldan fazladır asparajinazın ALL tedavisi için çok önemli 

bir bileĢen olduğunu ortaya koymuĢtur. L-asparajinaz ökaryotlarda ve 

mikroorganizmalarda yaygın olarak bulunur (Savitri ve Azmi, 2003) ve ayrıca 

gıda endüstrisinde gıda iĢleyici olarak potansiyel bir role sahiptir (Dhanam ve 

Kannan , 2013; Batool vd., 2016). 

1.3. L-Asparajinazın Yapısı 

L-Asparajinazın yapısını aydınlatmak için birçok araĢtırıcı tarafından moleküler 

düzeyde çok sayıda araĢtırma yapılmıĢtır. Genellikle L-asparajinaz tetramer olarak 

bulunur fakat farklı kaynaklardan izole edilen asparajinazların hekzamerik, 

dimerik ve monomerik formları da bulunmuĢtur. Çoğu bakteriyel L-asparajinaz 

kuarterner ve tersiyer yapılar sergiler (Ramya vd., 2011).  

E.coli ve Erwinia sp‟nın moleküler yapıları oldukça iyi araĢtırılmıĢtır dolayısıyla 

yapısal bilgilerine kolayca ulaĢılabilmektedir (Swain vd., 1993; Aghaiypour vd., 

2001). Hem E.coli hem de Erwinia sp. benzer üç boyutlu yapıya sahiptir. 

(Lubkowski vd., 2002). E. coli asparajinazı dört özdeĢ alt birimden oluĢan 

tetramerik bir enzimdir ve her alt birim 326 amino asit içerir. Aktif merkezindeki 2 
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threonin amino asidi aktivite için gereklidir. Erwinia carotovora asparajinazı her 

biri dört özdeĢ monomerden (A‟dan H‟ye) oluĢan iki tetramer (ABCD ve EFGH) 

yapıya sahiptir. Her bir monomerde 14 α-ipi ve 8 β-heliks ve bir büyük N-terminal 

bölge ve bir küçük C-terminal bölgeyi içeren iki alanı kapsayan 327 amino asit 

bulunur (Aghaiypour vd., 2001).  

 

ġekil 1.3. L-Asparajinazın üç boyutlu yapısı (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 bölge iki komĢu monomer (A ve C: B ve D) arasına yerleĢmiĢtir. Bu 

tetramer dört özdeĢ alt üniteden oluĢur. Bu tek parça molekül, dimerlerin bir 

dimeri olarak ele alınır. Her aktif bölge iki komĢu monomer arasında amino 

asitlerin yerleĢmesiyle Ģekillenir. Bu iki komĢu monomerde yalnızca Ser254 

bulunurken Thr15, Tyr29, Ser62, Glu63, Thr95, Asp96 ve Ala120 ve Lys168 

amino asitleri aktif bölgeyi oluĢturur (Park vd., 1981; Eden vd., 1990; Asselin vd., 

1999; Jaskolski vd., 2001; Vieira vd., 2006; Narta vd., 2007; Janin vd., 2007; 

Ramya vd., 2011). Thr15 ve Thr95 enzimin katalitik aktivitesinden sorumlu olan 

amino asitlerdir (Batool vd., 2016). 

1.4. L-Asparajinazın Kaynakları 

Ġnsanlar hariç hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmaları (bakteriler, mantarlar, 

algler, mayalar ve aktinomisetler) kapsayan çeĢitli organizmalarda L-asparajinazın 

varlığı rapor edilmiĢtir. ÇeĢitli hayvan ve bitki gruplarında asparajinaz 

bulunmasına rağmen yorucu ekstraksiyon iĢlemleri nedeniyle diğer makul 

kaynaklar (bakteriler, mantarlar, algler, mayalar ve aktinomisetler) 
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araĢtırmacılarca keĢfedilmiĢtir. Mikroorganizmalardan bu enzimin büyük ölçekli 

üretimi, onların basit üretim metodları nedeniyle daha kolaydır. 

L-Asparajinazın, karada ve denizde bulunan hem Gram-pozitif hem de Gram-

negatif türlerden elde edilebildiği rapor edilmiĢtir (Izadpanah vd., 2014). Gram 

pozitif bakteri kaynağı, gram negatif bakteri kaynağı ile karĢılaĢtırıldığında daha 

önemsizdir.  

Çoğu Gram negatif bakteriden alınan L-asparajinaz iki temel tipe ayrılabilir; Tip I 

ve Tip II, L-asparajinaz. Tip I L-asparajinaz nicelik olarak önemlidir ve hem L-

glutamin hem de L-asparajin amino asitleri üzerinde enzimatik aktiviteye sahiptir 

ve yalnızca anaerobik koĢullarda uyarılır (Sanches vd., 2001). E. coli ve Erwinia 

chrysanthemiden üretilen Tip II asparajinaz 30 yıldan fazladır ALL‟ın etkili 

tedavisi için antitümör ajanı olarak kullanılmaktadır. E. coli ve E. carotovara gibi 

iki bakteriyel kaynaktan alınan L-asparajinaz, ALL‟nin tedavisi için Ģu anda klinik 

olarak kullanımdadır (Batool vd., 2016). 

1.5. L-Asparajinaz Uygulamaları 

1.5.1. Antikanser Ġlacı Olarak L-Asparajinaz 

L-Asparajinaz, vinkristin ve glukokortikoid ile kombine edilerek ALL tedavisi için 

kullanılır. Antilösemik özellikleri nedeniyle L-asparajinaz terapötik olarak önemli 

bir antitümör ilaç olarak ele alınır. L-asparajinaz ALL (temel olarak çocuklarda), 

Hodgkin‟s hastalığı, akut miyelositik lösemi, akut miyelomonositik lösemi, kronik 

lenfatik lösemi, lenfasarkom, retikülosarkom ve melanosarkom  gibi belli 

malignitlerin tedavisinde kullanılan ilaçlar ile kombine edilen çok iyi bilinen bir 

kemoterapi ajanıdır (Kidd, 1953; Broome. 1961). L-asparajinaz, L-asparajini 

aspartata dönüĢtürme kabiliyetine sahipken, L-asparajin, protein sentezi ve hücre 

büyümesinde rol alan ve birçok tümör hücresi için esansiyel bir amino asittir; bu 

sebeple L-asparajinazın varlığında malign hücreler asparajinin uzaklaĢması ile 

önemli bir büyüme faktöründen yoksun kalır ve sonuçta tümör hücreleri  ölür 

(Salzer vd., 2014; Batool vd., 2016). 
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1.5.2. Biyosensörlerde L-Asparajinazın Rolü 

L-Asparajinaz, gıda endüstrisinde ve lösemi tedavisinde asparajin düzeylerini 

analiz etmek için biyosensör olarak kullanılabilir. XRD, XPS, SEM ve TEM gibi 

çeĢitli spektroskopik teknikler L-asparajin analizi için kullanımdadır fakat yüksek 

maliyet ve meĢakkatli iĢlemleri onları daha az tercih edilir yapmıĢtır (Zubavichus 

vd., 2004). Böylesi bir durumda biyosensör teknolojisi güvenilir, ucuz ve 

kullanımı kolay bir yaklaĢım olabilir. Biyosensörün davranıĢ mekanizması 

asparajinin hidrolizi ile üretilen amonyum iyonunun pH, renk ve absorbsiyondaki 

değiĢimine sebep olan asparajinaz aktivitesine dayanır (Kumar vd., 2013; Batool 

vd., 2016). 

1.5.3. Amino Asit Metabolizmasında L-Asparajinazın Rolü 

L-Asparajinaz aspartik ailesinin üyeleri olan lizin, threonin ve methionin isimli 

amino asitlerin biyosentezinde hayati bir rol oynar. Kreb‟s döngüsünün yanısıra 

lizin ve threoninin direkt bir öncülü olan aspartik asit, aynı zamanda L-asparajinaz 

enziminin aktivitesi ile de oluĢturulur (Sinha vd., 2013). 

1.5.4. Gıda Endüstrisinde L-Asparajinazın Rolü 

L-Asparajinaz gıda iĢleme katkısı olarak yaygın bir Ģekilde kullanılmaktadır. Gıda 

teknolojisindeki son geliĢmeler, niĢastalı gıdalar kızartıldığında veya 120 °C‟ye 

kadar piĢirildiğinde Maillard reaksiyonunun bir sonucu olarak renksiz ve kokusuz 

kristal bir katı olan akrilamidin (2-propenamid) oluĢtuğunu göstermiĢtir. 

Akrilamid bir nörotoksindir ve insanlar için karsinojenik olarak kategorize 

edilmiĢtir. Gıda endüstrisinde akrilamid piĢirme ve kızartma sırasında serbest 

asparajinin alfa-amino grubu ve glukoz gibi indirgen Ģekerlerin karbonil grupları 

arasında sıcaklığın tetiklediği reaksiyonlarla oluĢur. 

L-Asparajini L-aspartata dönüĢtürme yeteneği nedeniyle, L-asparajinaz niĢastalı 

(patates ve ekmek hamuru) gıdalarla ön iĢleme tabi tutularak Maillard reaksiyonu 

için öncüllerin sayısını azaltma olasılığını sunar ve bu da akrilamid oluĢma riskini 

azaltır. Bununla birlikte akrilamidin tamamen uzaklaĢtırılması asparajin dıĢındaki 

oluĢumlar nedeniyle imkansızdır. Gıda endüstirisinde kullanılan fungal 

asparajinazlar, Aspergillus oryzae ve Aspergillus niger‟den elde edilen 

asparajinazlardır (Batool vd., 2016). 
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1.6. Enzim Ġmmobilizasyonu 

Enzimler, kataliz hızını artırarak biyokimyasal reaksiyonları destekleyen biyolojik 

katalizörlerdir ve biyoproses uygulamaları için olağanüstü yöntemlerden biridir 

(Brena ve Batista-Viera., 2006; Datta vd., 2013). Biyokataliz, üretim kolaylığı ve 

substrat özgüllüğü gibi avantajlarından dolayı pek çok alanda kabul görmüĢtür. 

Ancak biyokatalizörlerin büyük ölçüde ticarileĢmesi için, yüksek maliyet gibi 

dezavantajları nedeniyle tekrar kullanılabilmelerini sağlamak zorunluluk haline 

gelmiĢtir. Biyokimyasal reaksiyonlar sırasında yapısal kararlılıklarını 

koruyamamaları da enzimlerin dezavantajlarından biridir ve sonuç olarak 

immobilize enzimler fonksiyonel etkinlikleri ve tekrar kullanılabilirlikleri nedeni 

ile, enzimlerin yüksek maaliyetilerine rağmen alternatifleri olarak kullanılırlar. 

Ġmmobilize enzim sistemlerinde enzim suda çözünmeyen matrikse, destek 

materyaline veya taĢıyıcıya fiziksel olarak bağlı enzimdir (Bayındırlı, 1995). 

Yaygın olarak kullanılan materyaller inert polimerler veya inorganik maddelerdir 

(Datta vd., 2013).  

Ġmmobilize enzim için ideal bir destek materyali çözünmez, rijid yapıda kararlı, 

tekrar kullanılabilir, fonksiyonel gruplarca zengin olmalıdır ve aynı zamanda 

mikrobiyal kontaminasyona karĢı uzun süre direnç göstermelidir (Datta vd., 2013; 

Tischer ve Wedekind, 1999).  

Ġmmobilize enzimlerin avantajları: 

a) Enzimin birçok kez geri kazanılması ve tekrar kullanılabilmesi  

b) Ürün ve enzimin birbirinden kolayca ayrılması 

c) Elde edilen üründe daha az kirlenme ve yüksek kalite  

d) Enzim stabilitesinde artıĢ 

e) DüĢük maliyetli iĢlemler ve kullanım kolaylığı  

olarak sıralanabilir (Hettiarachehy vd., 2018). 
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1.6.1. Enzim Ġmmobilizasyon Yöntemleri 

1.6.1.1. Çapraz bağlama 

Moleküller arası bağlar, enzimlerin kovalent bağları, özellikle protein-protein 

etkileĢimleri ya da çözünmeyen taĢıyıcı destek yada matriks üzerindeki 

fonksiyonel gruplar aracılığı ile gerçekleĢtirilen, geri dönüĢümsüz bir enzimatik 

immobilizasyon yöntemidir. Amino (NH2), sülfhidril (SH), imidazol ve fenolik 

(OH) gruplar çapraz bağlanmaya katılabilir (Talekar vd., 2012). Bu 

immobilizasyon yöntemi basit olmasından dolayı oldukça ilgi çekicidir 

(Romanskevic vd., 2006).  

1.6.1.2. Adsorpsiyon 

Adsorpsiyon yönteminde immobilizasyon; destek maddesi ile buna bağlanacak 

enzim arasında van der Waals etkileĢimleri, hidrofobik etkileĢimler, hidrojen bağı 

ve elektrostatik etkileĢimler gibi diğer kovalent olmayan etkileĢimlerle gerçekleĢir. 

TaĢıyıcı/destek maddesi, fiziksel adsorpsiyon için (protein-ligand etkileĢim 

prensiplerine dayanarak) enzim çözeltisinin aĢırısı içine daldırılır veya enzim 

elektrot yüzeyi üzerinde kurutulur. Adsorpsiyon kolay, basit, ucuz ve geri 

dönüĢümlü bir enzim immobilizasyon yöntemi olarak kabul edilir. Bunlara ek 

olarak bu yöntemin diğer avantajları Ģunlardır: minimum aktivasyon gerektirir ya 

da bir ön aktivasyon gerektirmez, bu nedenle ilave bir reaktife ihtiyaç gerek 

kalmaz. Proteoliz, agregatlaĢma ve enzim-taĢıyıcı kalitesini bozacak etkileĢimlere 

karĢı koruma sağlar ve çalıĢan enzimin hiçbirinin yerine yenileri gelmez. Bu 

yöntemin dezavantajı, enzim ve taĢıyıcı arasındaki bağlanma ve bağlantı kurma 

kuvvetlerinin, hidrojen bağı, hidrofobik etkileĢimler, iyonik ve van der Waals 

kuvvetleri tarafından oluĢturulmasından dolayı zayıf olmasıdır (Nisha vd., 2012). 

Bu sebeple sıcaklık, pH vb. koĢullarda meydana gelebilecek bir değiĢiklik 

nedeniyle taĢıyıcıdan herhangi bir zamanda enzim salımı meydana gelebilir. 

Adsorpsiyon, taĢıyıcı materyalin enzim ile sulu çözelti ortamında belirli bir süre 

boyunca bir araya getirilmesi ve taĢıyıcı ve enzimin yükündeki değiĢimin  

adsorpsiyon sınırlamalarını aĢmaması kaydı ile pH‟ın dikkatli bir Ģekilde kontrol 

edilmesiyle kolayca baĢarılabilir. Bunun nedeni, küçük pH değiĢikliklerinin enzim 

ve desteğin iyonik gücünü ve etkileĢimini değiĢtirmesi ve hatta enzim 

salınımlarına neden olabilmesidir (Costa vd., 2005; Datta vd., 2013; Mohamad 

vd., 2015;  Hettiarachchy vd., 2018).  
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1.6.1.3. Ġyonik bağlanma 

Ġyonik bağlanma yöntemi, enzimin katı desteğe iyonik etkileĢimler ya da tuz 

köprüleri ile tersinir olarak bağlandığı metottur. Bu yöntemde taĢıyıcının 

özellikleri immobilize enzim bağlantısı ve aktivitesi açısından önemlidir. Buradaki 

etkileĢim adsorpsiyon ile immobilizasyona göre daha güçlü ancak kovalent 

bağlanmadan daha zayıftır. Ġyonik bağlanma yöntemi adsorpsiyon ile benzerdir 

ancak taĢıyıcı özellikleri ve dolayısıyla enzim ve taĢıyıcı arasındaki bağlanmanın 

doğası nedeniyle farklılık gösterir (Hartmeier, 1988, Solas vd., 1994; Torres vd., 

2002). Bu yöntemin en büyük avantajı, immobilize enzimin aktivitesinin yüksek 

olmasıdır. Çünkü immobilizasyon iĢlemine bağlı olarak enzimde küçük 

konformasyonel değiĢimler meydana gelir. Yöntemin en büyük dezavantajı ise, 

enzim-taĢıyıcı etkileĢimlerini sağlayan iyonlar dıĢındaki iyonların aracı olmasıdır. 

Bu iyonlar immobilize enzim ortamında pH veya iyonik kuvvet değiĢikliklerine 

neden olabilir ve bundan dolayı taĢıyıcıdan enzim salınması gerçekleĢir (Costa vd., 

2005; Datta vd., 2013; Mohamad vd., 2015).  

1.6.1.4. Kovalent bağlanma 

Bu yöntemde enzimler matrikse, taĢıyıcıya veya katı faz desteğe kovalent olarak 

bağlanırlar. Kovalent bağlar, enzimlerin amino asit birimleri ve taĢıyıcının 

yüzeyindeki fonksiyonel gruplar tarafından oluĢturulur. EtkileĢime katılan amino 

asit fonksiyonel grupları sülfhidril (-SH), hidroksil (-OH), amino (-NH2) ve 

karboksil (-COOH) gruplarıdır. Agaroz, akrilamid, gözenekli cam ve silika gibi 

destek maddeleri kullanılır. Enzimler ile taĢıyıcıları birleĢtirmek için alkilasyon, 

amidasyon, Schiff bazı oluĢumu, diazolama reaksiyonları, peptit, tiyol-disülfid ve 

amino bağları üzerinden kovalent bağlanma gibi farklı yöntemler bildirilmiĢtir. 

Costa vd. (2005), kovalent bağlanmanın enzimi doğrudan desteğe bağlayarak veya 

enzim ile destek arasına bir uzatıcı kol ekleyerek de gerçekleĢtirilebileceğini 

bildirmiĢtir.  

Çapraz bağlı enzim agregatları (CLEAs) gibi en güncel teknikler daha fazla enzim 

esnekliğine izin verir ve böylece aktivitesi daha yüksek hale getirilebilir. Kovalent 

bağlanma iki ana adımda gerçekleĢir: siyanojen bromür gibi reaktif bir bileĢik 

eklendiğinde taĢıyıcı maddenin aktivasyonu ve onu aktive etmek için matris 

omurgasının modifikasyonu  (Nisha vd., 2012). Bu, taĢıyıcının aktive edildiğinde 

elektrofilik gruplar oluĢturduğu ve daha sonra enzimlerin amino asit birimleri 
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üzerindeki nükleofilik gruplar ile reaksiyona girdiği anlamına gelir. Katılan amino 

asitler, sülfhidril ve/veya hidroksil grupları ile sistein, serin ve threonin amino 

asitleri; arjinin, aspartik asit, histidin gibi diğer amino asitler ve imidazol, indolil, 

fenolik hidroksil gibi fonksiyonel grupları taĢıyan 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 bölgesine herhangi bir hasar vermemek için dikkatli olunmalıdır. Bu 

enzim inaktivasyonunu önleyecektir. Bu bağlama yöntemi için çeĢitli taĢıyıcı 

malzemeler vardır ve en uygun olanını seçmek için taĢıyıcıların spesifik 

özelliklerine önem verilmelidir. Bu yöntemde bağlanma diğer bağlanma 

yöntemleriyle karĢılaĢtırıldığında sıcaklık ve çözücü gibi çevresel değiĢimlere 

karĢı daha kararlı veya dirençlidir. Bu yöntemin dezavantajı, enzimin 

konformasyonunda değiĢikliklere ve bazen katalitik aktivitesinde azalmaya neden 

olmasıdır (Rosevear vd., 1987; Harold, 1991; Costa vd., 2005; Bickerstaff, 2009). 

1.6.1.5. Tutuklama, kapsülleme ve/veya mikrokapsülleme  

Tutuklama, kapsülleme ve/veya mikrokapsülleme, enzimi jelde veya doğal veya 

sentetik polimerik bir lif içinde çevreleyerek veya hapsederek gerçekleĢtirilir. 

Enzimin tutuklanmasını engelleyen ancak substratların ve ürünün geçmesine izin 

veren bir membran vardır. Bu yapı genellikle, enzimleri küre Ģeklinde, seçici 

olarak geçirgen membranlar içinde çapraz bağlayarak veya çevreleyerek elde 

edilir. Enzimler seçici olarak geçirgen, küre Ģekilli bir membran içinde 

çevrelendiğinde, bu yöntem kapsülleme veya mikrokapsülasyon olarak 

adlandırılır. Böylece enzim ve polimerik matriksler için büyük temas alanına 

imkan sağlamıĢ olur. Enzimin  kapsülleme sırasında deaktive olma ihtimali  ve 

enzim aktif bölgesine substratın kütle transferinin azalması yöntemin 

dezavantajıdır (Nisha vd., 2012; Mohamad vd., 2015). 

Bu yöntemlerin avantajları, düĢük maliyetli olmaları, uygun iĢlem koĢulları 

sağlamaları, enzim ve substrat arasında geniĢ temas alanı ve hızlı baĢarı 

sağlamasıdır. Dezavantajları ise, enzim kaybını önlemek için kalıbın gözenek 

büyüklüğüne bağlı olan kütle akıĢının transferi veya azalması, ihtiyaç duyulan 

enzim miktarının yüksek olması ve enzim aktivitesinde kayıpların meydana 

gelebilmesidir (Rosevear vd., 1987). 



11 

Genel olarak, enzimler ve destek malzemesi arasında en güçlü kimyasal iliĢkiyi 

oluĢturulan yöntemler çapraz bağlama ve kovalent bağlama yöntemleridir. Ancak, 

bu iki yöntem enzim aktivitesini önemli ölçüde azaltabilir. Ayrıca, diğer 

yöntemlere kıyasla yüksek maliyetli olabilir ve yoğun çalıĢma gerektirebilirler. 

Diğer taraftan, jelde tutulma ve adsorpsiyon gibi yöntemlerde destek materyali ve 

enzimler arasında kuvvetli bir bağlanmanın olmadığı belirtilmektedir. Bu 

yöntemler hala etkilidir ve gerçekleĢtirilmesi kolaydır, ancak enzimler sıklıkla 

kalıptan ürüne akar veya damlar. Bu problem genellikle enzimlerin glutaraldehit 

ile çapraz bağlanmasıyla çözülür (Bayindirli, 1995; Costa vd., 2005;  Bickerstaff, 

2009; Nisha vd., 2012; DiCosimo vd., 2013; Datta vd., 2013). 

1.7. Diğer Ġmmobilizasyon Yöntemleri 

1.7.1. Disülfit Bağları 

Disülfit bağının, bağlantılarının veya köprülerinin oluĢumu, enzimlerin 

immobilizasyonu için bildirilen bir diğer yöntemdir. Disülfit bağları veya S-S 

köprüleri, iki tiyol grubunun birleĢmesiyle oluĢan kovalent bağlardır. Genel olarak 

bu tür bağlantılar, enzim veya hücre immobilizasyonu için kullanılan kovalent 

bağlanma olarak düĢünülebilir (Brena ve Batista-Viera, 2006). 

1.7.2. Metal Bağlama 

Metal bağlama veya Ģelatlama, geçiĢ metallerinden türetilen hidroksitler veya 

tuzlar kullanılarak koordinasyon, kovalent veya dipolar bağlarla gerçekleĢir. 

Zirkonyum ve titanyum, enzimi taĢıyıcıya bağlamak için sıkça kullanılır. Bunun 

için, metallerin bazı serbest elektronları enzimin hidrofilik grupları ile koordine 

edilebilir. Bu Ģekilde, enzim immobilize edilir (Cabral vd., 1986; Brena ve Batista-

Viera, 2006). 

1.8. Nanoteknoloji 

Nanoteknoloji, nanometre büyüklüğündeki objeleri ele alan teknolojidir. 

Nanoteknolojinin maddeler, aygıtlar ve sistemler düzeyinde geliĢeceği 

beklenmektedir. Maddeler, aygıtlar ve sistemler. Nanomateryaller Ģu anda, hem 

bilimsel hem de ticari uygulamaları açısından oldukça geliĢmiĢtir. Bundan on yıl 



12 

önce, nanopartiküller boyuta bağlı fiziksel ve kimyasal özellikleri nedeniyle 

çalıĢılmaktaydı. Günümüzde nanomateryaller ticari keĢif dönemine girmiĢlerdir. 

YaĢayan organizmalar, genellikle 10 nm boyutlarında hücrelerden yapılmıĢlardır. 

Bununla birlikte hücre kısımları çok daha küçüktür ve mikron altı büyüklüğündeki 

alanlara sahiptirler. En küçük insan yapımı nanopartiküllerin boyutları bile, çok 

daha küçük sadece 5 nm boyutunda olan proteinlerin boyutları ile karĢılaĢtırılabilir 

seviyededir. Bu basit büyüklük karĢılaĢtırması, çok fazla giriĢim göstermeksizin 

hücresel makineleri gözetlememize izin veren çok küçük problar olarak 

nanopartikülleri kullanma fikrini verir. Nano düzeyindeki biyolojik iĢlemleri 

anlamak, nanoteknolojinin geliĢmesi için önemli bir konudur. 

Biyoloji ve tıpta nanomateryallerin uygulamalarının bazıları: 

 Biyolojik floresan etkiketleme 

 Ġlaç ve gen dağılımı 

 Patojenlerin biyobelirlenmesi 

 Proteinlerin belirlenmesi 

 Doku mühendisliği 

 Isıtma yoluyla tümör yıkımı  

 Biyolojik moleküllerin ve hücrelerin ayrılması ve saflaĢtırılması 

 MRI kontrast geliĢtirme 

 Fagokinetik çalıĢmalar    

(Salata, 2004) 

1.8.1. Nanoteknolojinin Tarihçesi 

Fizikçi Richard Feynman‟ın Amerikan Fizik Derneğinde 1959‟da yaptığı „Dipte 

çok miktarda boĢluk var (There‟s Plenty of Room at the Bottom)‟ baĢlıklı 

konuĢmasında ilk kez nanoteknoloji yaklaĢımı gündeme gelmiĢtir. Feynman 

meĢhur söyleminde “Görebildiğim kadarıyla, fizik prensipleri nesnelerin atom 

düzeyinde manipüle edilmesine karĢı değildir. Bu, herhangi bir yasayı ihlal 

giriĢimi olmayıp, prensipte yapılabilir olan fakat biz çok büyük olduğumuz için 

pratikte Ģimdiye kadar yapılmamıĢ olan bir Ģeydir” demiĢtir.  
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Bununla birlikte, “nanoteknoloji” terimi ilk kez Tokyo Science Üniversitesi‟nden 

Profesör Norio Taniguchi‟nin 1974‟de yayımladığı makalede “nanoteknoloji 

maddenin tek bir atom veya tek bir molekül düzeyinde ayrılması, birleĢtirilmesi ve 

deforme edilmesi süreçlerinden oluĢur‟‟ Ģeklinde tanımlanmıĢtır.  

Feynman‟ın önerisinden sonraki yıllarda nanoteknoloji alanı Eric Drexler ve 

Richard Smalley; biyonanoteknoloji alanı da Chad Mirkin‟in çalıĢmalarıyla 

baĢlamıĢ kabul edilebilir. Rice Üniversitesinde bir kimya profesörü olan Richard 

Smalley nanoteknoloji alanının öncülüğünü yapmıĢ ve 1996 yılında Nobel ile 

ödüllendirilmiĢtir.  

Eric Drexler 1991‟de MIT‟de moleküler nanoteknoloji alanındaki ilk doktorayı 

yapmıĢtır. Chad Mirkin ise nanosistemlerde kimyasal modifikasyon üzerine 

yaptığı çalıĢmalar ile biyonanoteknoloji alanına yeni açılımlar getiren öncü 

kimyacılardan birisi olmuĢtur. Ayrıca 1980‟lerde gerçekleĢen iki önemli geliĢme: 

cluster (küme) biliminin doğuĢu ve taramalı tünelleme mikroskop (scanning 

tunneling microscope: STM)‟un icadı nanoteknoloji ve nanobilimin baĢlamasına 

öncülük etmiĢtir. Bu geliĢmeler 1986‟da fullerenlerin ve birkaç yıl sonra da karbon 

nanotüplerin keĢfine neden olmuĢtur.  

Daha sonra yarı iletken nanokristallerin sentezi ve özelliklerinin incelenmesi ve 

atomik kuvvet mikroskobunun (AFM) icadı nanoteknoloji alanına çok önemli 

katkılar sağlamıĢtır. Köken olarak Yunanca nanos‟dan gelen “nano” cüce anlamına 

gelmektedir. Bir nanometre, metrenin milyarda biridir (1 nm = 10-9 m) ve saç 

telinin kalınlığı ile kıyaslandığında bir nanometre saç telinin yüz binde biridir 

(Yıldırım vd., 2010). 
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ġekil 1.4. Nanometre boyutlu yapılara örnekler (https://commons.wikimedia.org 

/wiki/File:Comparison_of_nanomaterials_sizes.jpg). 

Nanoteknoloji uygulamalarının temelinde materyal boyutlarının küçültülmesi 

sonucu fiziksel özelliklerin değiĢmesi vardır. Örneğin nanopartiküller çok büyük 

yüzey alanı/hacim oranına sahiptirler. Buna bağlı olarak floresans gibi optik 

özellikler partikül çapının bir fonksiyonu haline gelirler.  

Nanopartiküller kullanılarak yapılan malzemelerde sertlik ve elastikiyet özellikleri 

değiĢir. Geleneksel polimer yapıların nanopartiküller kullanılarak güçlendirilmesi 

mümkündür. Böyle nanoteknolojik olarak güçlendirilmiĢ materyallerin kütlesi 

azalırken dayanıklılığı ve fonksiyonelliği artmaktadır. 

1.8.2. Nanomalzemeler 

Nanomalzemeler, en azından tek bir boyutu 1-100 nm arasında olan ve mekanikte, 

elektrikte, optikte ve termotikte pek çok yeni özelliğe sahip olan malzemelerdir.   
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 Metalik nanomalzemeler                                       

 Metal oksit nanomalzemeler 

 Karbon bazlı nanomalzemeler 

 Silikon bazlı nanomalzemeler 

 Yarı iletken nanomalzemeler 

 Polimerik nanomalzemeler 

Nanomalzemeler bileĢimleri, boyutları ve morfolojilerinin ayarlanabilmesinin 

yanında, protein ve peptitlerin bağlanabilmeleri için eĢsiz yüzey 

modifikasyonlarına izin veren malzemelerdir. Nanomalzemelerin sunduğu bu 

özellikler onları enzim immobilizasyonunda tercih edilen destek materyalleri 

yapmıĢtır. AĢağıda bazı önemli nanomalzemeler hakkında bilgiler verilmektedir. 

1.8.2.1. Kuantum Dotlar 

Kuantum dotlar, nano boyuttaki ıĢık emici moleküllerdir ve nanokristaller olarak 

da adlandırılırlar. ZnS ve CdS‟den oluĢan bir kabuk ile çevrilmiĢ CdSe, CdTe, PbS 

ve PbSe gibi yarı iletken maddelerden meydana gelmektedirler. Bu nano 

oluĢumlar tipik olarak birkaç nanometreden 100 nanometreye kadar boyutlara 

sahiptir ancak daha büyük de olabilirler. Kuantum dotların spesifik özellikler 

kazanması amacıyla bazı polimer maddeler ile kaplanması söz konusudur. 

Kuantum dotlar biyo-etiketleme, biyo-görüntüleme ve biyo-hedefleme de yaygın 

olarak kullanırlar. (Yıldırım vd., 2010). 

Nanomalzemeler farklı Ģekillerde sınıflandırılabilir 

BileĢimlerine göre Morfolojisine göre  

 Kuantum dotlar 

 Nanotüpler 

 Nanoteller 

 Nanoçubuklar 

 Nanopullar 
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ġekil 1.5. Biyogörüntülemede kuantum dotlar (Walling vd., 2009) 

1.8.2.2. Karbon Nanotüpler 

Karbon nanotüpler, tek bir grafit tabakasının silindir Ģeklinde kıvrılmasıyla 

hazırlanan, tek duvarlı veya çok duvarlı olabilen nanomalzemelerdir. Karbon 

nanotüpler farklı boyda, kalınlıkta, çok katmanlı ve spiral olarak hazırlanabilirler. 

Karbon nanotüpler, eĢsiz elektronik, mekanik ve kimyasal özelliklerinden dolayı 

biyosensör uygulamalarında oldukça yaygın bir Ģekilde kullanılmıĢtır. Ayrıca, 

eĢsiz yüzey özellikleri ve geniĢ yüzey alanı özelliklerinden dolayı, çeĢitli 

bileĢiklerin katı faz ekstraksiyonunda adsorban materyali olarak tercih 

edilmektedirler. Son yıllarda DNA, peptitler ve proteinler gibi biyolojik 

moleküller ile modifiye edilmiĢ karbon nanotüpler arasındaki etkileĢimleri içeren 

çalıĢmalar bulunmaktadır (Du vd., 2007). 

 

 

ġekil 1.6. Tek duvarlı karbon nanotüp yapısı (http://reader.roodo.com/miss9ch/ 

archives/11973895.html). 
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1.8.2.3. Dendrimerler 

Dendrimer kelimesi Yunanca „ağaç‟ (dendron) kelimesinden türemiĢtir. Bir 

çekirdek ve çekirdek etrafında dallanmıĢ birimlerden oluĢan yapılardır. 

Dendrimerlerin çeĢitliliği fonksiyonel gruplarla sağlanmaktadır. Boyutları 1-20 nm 

arasında değiĢen dendrimerler yüzeylerinde fonksiyonel gruplar taĢırlar ve 

çekirdek, dallar ve uç grup olmak üzere 3 temel bileĢenden oluĢurlar. 

 

ġekil 1.7. Temel bileĢenleri belirtilen üç dendrimer gösterimi (Frechet, 2003). 

Dendrimerlerin kullanım alanları: 

1) Biyotıp 

 Ġlaç ve DNA dağıtımı 

 Kanser teĢhisi     

2) Kataliz 

3) Elektronikler 

 IĢık toplayan cihazlar 

 Optik sensörler ve görüntüleme       

Nanomalzemeler dendrimerler ile modifiye edilerek enzim ve protein 

immobilizasyonunda kullanılabilir (Wang vd., 2013). 
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1.8.2.4. Grafen 

Hegzagonal simetride kimyasal olarak bağlı olan karbon atomlarının tek atomik 

katmanı olan grafen gerçek iki boyutlu kristal yapı gösterir ve eĢsiz özelliklere 

sahiptir. Ġlk kez laboratuvarda üretildiğinden beri grafen ve türevleri büyük 

araĢtırma ve teknolojik ilgiye sahip olmuĢtur. Laboratuvarlarda grafenin keĢfi 

gerçek 2D kristallerinin doğada olup olmadığı hakkında uzun süreli bir tartıĢma ile 

sonlanmıĢtır. Bununla birlikte saf grafen tabakasının teorik yüzey alanı (2630 m2g-

1), Young‟s modülü (  1.0 Tpa), iç mobilitesi (~2×105 cm2v-1s-1), termal iletkenliği 

(5000 Wm-1, K-1) ve geniĢ dalga boyu aralığındaki iyi optik geçirgenliği (~%97,7) 

gibi eĢsiz özellikleri grafene ve onunla ilgili diğer materyallere birçok uygulama 

için potansiyel sağlamıĢtır. Örneğin grafen kullanılarak iskele materyalleri, 

elektronik aygıtlar, enerji depolama sistemleri (süper kapasitörler, ikincil lityum 

iyonu pilleri), enerji dönüĢüm aygıtları (yakıt hücreleri güneĢ pilleri) ve 

biyokimyasal sensörler üretilmiĢtir. Grafen tek atom kalınlığında yalnızca karbon-

karbon bağlarından oluĢan, bal peteği yapısında oldukça sıkı paketlenmiĢ 

düzlemsel bir yapıdadır. GeniĢ yüzey alanı, yüksek mekanik kararlılık ve 

elektriksel iletkenliğinin yüksek olmasından dolayı grafen 

biyosensör/biyogörüntülemede, ilaç dağıtımında ve kanserin fototermal 

tedavisinde kullanılmaktadır (Zhang vd., 2013). 

 

ġekil 1.8. Grafenin Ģematik gösterimi (https://graphene.nus.edu.sg/what-exactly-is-

graphene/) 

1.8.2.5. Grafen Oksit  

Grafen oksit epoksit, hidroksil ve karboksil gibi oksijen içeren gruplarca zengin 

bir yüzeye sahiptir. ZenginleĢtirilmiĢ yüzey fonksiyonelliği nedeniyle grafen oksit 

tabakaları sulu çözeltilerde ve bazı polar organik çözücülerde iyi çözünürlüğe 
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sahiptir ve ıslak kimyasal iĢlemle kolayca iĢlenebilir. Yüzeyindeki fonksiyonel 

gruplar, herhangi bir kimyasal bağlama ajanı veya ilave yüzey modifikasyonu 

kullanmaksızın küçük moleküller, polimerler, biyomakromoleküller ve inorganik 

nanopartiküller gibi dıĢ grupların bağlanması için reaksiyon bölgelerinin 

bolluğunu da sağlar (Zhang vd., 2013).  

 

ġekil 1.9. Grafen oksitin Ģematik gösterimi (Zhang vd., 2013) 

1.8.2.6. Nanolifler 

Nanolifler, nanometre çapına sahip lif yapısındaki malzemelerdir.  Küçük 

çaplarından dolayı yüzey/hacim–kütle oranları yüksektir. Nanolif hazırlamada 

kullanılan yaygın yöntem elektro-eğirme yöntemidir. Bunun yanısıra bazı özel 

bakteri tiplerinin de nanolif ürettikleri bilinmektedir (Ma ve Ramakrishna, 2008). 

 

ġekil 1.10. Farklı morfolojilerdeki nanoliflerin taramalı elektron mikroskobu görüntüleri 

(Ramakrishna vd., 2006) 
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1.9. Nanopartiküller  

Nanopartiküllerin çeĢitli tipleri sayısız biyokimyasal ve biyomedikal 

uygulamalarda yaygın olarak kullanılmıĢtır. Nanopartiküller inorganik veya 

organik (polimerler gibi) maddelerden yapılmıĢ mikronaltı boyutlardaki 

parçalardır. Klasik nanopartikül tanımında partikül boyutu 1-100 nm aralığında 

olmasına karĢılık literatürde birkaç yüz nanometre boyutundaki partiküller için de 

bu tanım kullanılmaktadır. Nanopartiküllerin önemi, aynı bileĢimdeki kütle 

materyallerinden farklı özelliklere sahip olmaları nedeniyledir. Bu özellikler 

onların küçülmüĢ boyutlarına bağlı olarak oluĢan yüzey etkileri, manyetik ve 

elektronik davranıĢlarını içerir (Huang ve Juan, 2011). 

Nanopartiküller geniĢ yüzey alanları sebebiyle destek materyali olarak 

kullanıldıklarında yüksek miktarda enzim/protein bağlama kapasitesi sergilerler. 

Nanopartiküllere örnek olarak; 

 Manyetik nanopartiküller 

 Altın nanopartiküller 

 GümüĢ nanopartiküller 

 Polimerik nanopartiküller    

verilebilir. 

1.9.1. Manyetik Nanopartiküller 

Birçok biyomedikal uygulamada genellikle yüksek doygunlukta magnetizasyon 

içeren metaller (Fe, Co, Ni gibi) veya metal oksitlerini içeren materyaller tercih 

edilir. Saf metaller yüksek doygunlukta magnetizasyona sahip olmalarına rağmen 

oldukça toksiktir ve oksidasyona duyarlıdır. Bu sebeple bu metal nanopartiküller 

biyomedikal uygulamalara uygun değildirler. Aksine demir oksitler oksidasyona 

daha az duyarlıdır ve bu sebeple daha kararlı manyetik cevap verirler. Demir oksit 

manyetik nanopartiküller çok kristalli yapıya sahiptir ve çeĢitli biyomedikal 

uygulamalarda γ-Fe2O3 (maghemit) ve Fe3O4 (magnetit) sıkça kullanılır (Huang ve 

Juan, 2011). 

Manyetik nanopartiküller bir manyetik alana cevapta eĢsiz özellikler sunarlar. 

Farklı materyaller ve demir oksitlerin kombine olmasıyla hazırlanan 
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nanomateryaller, multifonksiyonel manyetik nanopartiküller olarak, içerdikleri 

farklı materyallerden dolayı yüksek özgüllük, spesifik yüzey kimyası, özgül optik 

ve manyetik özellikler taĢırlar ve bu özellikler onların yaygın kullanım alanları 

bulmasını sağlar. Bu kullanım alanları protein saflaĢtırma, enzim 

immobilizasyonu, kirlilik giderme, ilaç salımı, fototermal terapi ve manyetik 

rezonans görüntüleme olarak ifade edilebilir (Alpay, 2015). 

 

ġekil 1.11. Manyetik nanopartiküllerin yapısı (https://www.nanoshel.com/magnetic-

nanoparticles/) 

1.9.2. Altın Nanopartiküller 

EĢsiz ayarlanabilir optik özelliklere sahip, inert ve non-toksik 

nanomateryallerdendir. Tayin, belirleme ve görüntüleme amaçlı olarak yaygın 

Ģekilde kullanılmaktadırlar. Altın nanopartiküllerin sunduğu en önemli avantaj 

tiyol bağları vasıtasıyla kolayca modifiye edilebilmeleridir. Bu özellik, enzim 

immobilizasyonunda önemli avantajlar sunmaktadır (Bao vd., 2007). 
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ġekil 1.12. Altın nanopartiküllerin Ģematik gösterimi (https://www.researchgate.net/ 

figure/Virtual-sample-set-of-relaxed-gold-nanoparticles-of-different-sizes-and-shapes-

The_fig6_230912444) 

1.9.3. GümüĢ Nanopartiküller 

GümüĢ nanopartiküller yüksek elektriksel ve termal iletkenlik, kimyasal dayanım, 

katalitik aktivite ve optik özellikleri açısından eĢsiz fiziko-kimyasal özellikler 

sergilemektedir. Tüm bu özelliklerinden dolayı gümüĢ nanopartiküller biyosensör, 

mikroelektronik ve medikal biyo-görüntülemede uygulama alanları bulmuĢtur. 

Ayrıca, gümüĢ nanopartiküller geniĢ spektrumlu bakteri öldürücü etkiye sahiptir 

ve bu onlara birçok endüstriyel uygulama alanı sağlamıĢtır.  

Altına benzer Ģekilde gümüĢün de tiyol gruplarına ilgisi vardır ve bu yolla kükürt 

içeren ligandların gümüĢ nanopartiküllere bağlanması söz konusu olur. Ayrıca 

manyetik özellik gösteren bileĢikler ile manyetik gümüĢ nanopartiküller 

hazırlanabilir ve enzim immobilizasyonunda destek materyali olarak kullanılabilir 

(Bae vd., 2010). 
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ġekil 1.13. GümüĢ nanopartiküllerin Ģematik gösterimi (https://today.anl.gov/2016/01/ 

silver-nanoparticle-synthesis/#prettyPhoto/0/) 

1.9.4. Polimerik Nanopartiküller 

Polimerik nanopartiküller, polimerleĢebilen monomer öncüllerinin uygun 

koĢullarda polimerleĢtirilmesi ile sentezlenir. Oldukça kararlı olan polimerik 

nanopartiküller, çeĢitli ligandlar kullanılarak yüzey modifikasyonları ile 

fonksiyonelleĢtirilmektedirler. Nanopolimerler lineer veya dallanmıĢ olabilirler. 

Lineer polimerlere örnek olarak N-(2-hidroksipropil)metakrilamid veya polimalik 

asit, dallanmıĢ polimerlere örnek olarak dendrimerler verilebilir. Nanopolimerlere 

bağlanabilen moleküller peptitler veya proteinler, kemoterapi ilaçları ve/veya 

oligonükleotidler, membranolitik gruplar ve tümör görüntüleme grupları olabilir 

(Ljubimova ve Holler, 2012). 

 

ġekil 1.14. Polimerik nanopartiküllerin Ģematik gösterimi (das Neves vd., 2015) 
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2. KAYNAK ÖZETLERĠ 

Enzimler protein yapısındaki katalizörlerdir ve geleneksel organik ve inorganik 

katalizörlerin aksine enzimler büyük ve narin moleküllerdir. Bu sebeple bilim 

adamları ve mühendisler çeĢitli teknolojilerde tekrar tekrar kullanılmaları amacıyla 

kolaylıkla ayrılabilen bir destek üzerine enzim immobilizasyonunu baĢlangıçta zor 

bir iĢlem olarak görmüĢtür. Bilindiği üzere enzim immobilizasyonu enzimin 

defalarca kullanılması, kolay ürün ayırımı ve enzimin kararlılığındaki artıĢ gibi 

avantajlarından dolayı endüstriyel uygulamalarda önem teĢkil etmektedir. Enzim 

immobilizasyonu kovalent ve non-kovalent olmak üzere iki Ģekilde 

gerçekleĢtirilebilir. Non-kovalent immobilizasyon çok ekonomik ve basit bir 

metottur ve enzim aktivitesi immobilizasyon sırasında korunur. Bu metodun temel 

dezavantajı enzimin desteğe zayıf bağlanmasıdır. Adsorbe enzimin kararlılığı, 

destek ve protein yüzeyindeki amino asit birimleri arasında oluĢan non-kovalent 

bağların kuvvetine bağlıdır. Enzim ve destek arasında oluĢan bağlar elektrostatik 

ve hidrojen bağlarıdır. Kovalent immobilizasyonda destek ve enzim molekülü 

arasında kovalent bağların oluĢması söz konusudur. Bu metodun avantajı enzimin 

sızmasının söz konusu olmamasıdır. Ancak bazen kovalent bağların oluĢumuna 

aktiviteden sorumlu amino asitlerin katılması nedeniyle aktivitenin azalması gibi 

dezavantajlar ortaya çıkmaktadır.  

Son yıllarda biyoteknoloji alanında manyetik nanopartiküllerin kullanımı çok 

popülerdir. Enzim immobilizasyonunda destek materyali olarak manyetik 

nanopartiküllerin kullanılması daha fazla enzim yüklemesine imkan veren geniĢ 

spesifik yüzey alanı, düĢük kütle transfer direnci ve bir manyetik alanın 

uygulanması ile reaksiyon karıĢımından immobilize enzimin seçici olarak 

ayrılması gibi avantajlar sunar. Manyetik nanopartiküllerin kullanıldığı enzim 

immobilizasyonu çalıĢmalarına örnek olarak Ģunlar verilebilir (Huang vd., 2011). 

Liao ve Chen (2001) gerçekleĢtirdikleri bir immobilizasyon çalıĢmasında maya 

alkol dehidrogenaz enzimini Fe3O4 manyetik nanopartiküller üzerine immobilize 

etmiĢlerdir. Ġmmobilize formdaki enzimin aktivitesinin %62 oranında korunduğu 

gözlenmiĢ ve 10 kat oranda artan bir kararlılık sergilenmiĢtir. AraĢtırıcılar serbest 

ve immobilize alkol dehidrogenazın kinetik parametrelerini de incelemiĢler ve 

substratına olan ilgisinin bir miktar azaldığını bulmuĢlardır.  
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Chen ve Liao (2002) alkol dehidrogenaz enzimini kendi hazırladıkları Fe3O4 

nanopartiküllerin üzerine kovalent olarak immobilize etmiĢlerdir. Sentezlenen 

nanopartiküllerin boyut analizini TEM ile gerçekleĢtiren araĢtırıcılar, alkol 

dehidrogenaz immobilizasyonunu FTIR ile göstermiĢlerdir. Ġmmobilizasyon 

veriminin neredeyse %100 olduğu çalıĢmada Michaelis sabitleri ve maksimum 

spesifik aktivite denemeleri de gerçekleĢtirilmiĢtir. 

KarıĢtırılmalı proseslerde oluĢan gaz baloncukları glukoz oksidaz enzimi üzerine 

olumsuz etkiler göstermektedir. Bu amaçla manyetik nanopartiküller üzerine 

immobilize edilen glukoz oksidaz enzimi dekstran aldehit ile kaplanarak gaz 

baloncuğu ile direkt teması engellenmiĢtir. Bu sayede artan kararlılığı ve stabilitesi 

ile birlikte karıĢtırmalı fermantasyon sistemlerinde baĢarılı bir Ģekilde 

kullanılabileceği ifade edilmiĢtir (Betancor vd., 2005).  

Shaw vd. (2006), rekombinant esteraz (Pseudumonas putida‟dan) enzimini 

manyetik nanopartiküller üzerine glutaraldehit aktivasyonu ile kovalent olarak 

bağlamıĢlardır. Sentezlenen Fe3O4 nanopartikülleri XRD, TEM, ve FTIR analizleri 

ile karakterize etmiĢlerdir. Enzim, immobilizasyon sonrası baĢlangıç aktivitesinin 

%63‟ünü korumuĢtur. Ġmmobilize enzim tekrar tekrar kullanılmıĢ ve 10 döngü 

sonunda aktivitesinin %84‟ünü göstermiĢtir. 

Saiyed vd. (2007), manyetik Fe3O4 nanopartiküller üzerine alkalen fosfotaz 

enzimini karbodiimid aktivasyonu ile immobilize etmiĢlerdir. Ġmmobilizasyon 

verimi %80-100 ve aktivite verimi %43 olarak elde edilmiĢtir. Ġmmobilize enzimin 

16 haftalık depolama süresinde aktivitesinin korunduğu bildirilmiĢtir. Hazırlanan 

immobilize enzimin uygulaması olarak plazmid DNA fosforilasyonunda baĢarılı 

bir Ģekilde kullanılmıĢtır.  

Yong vd. (2008), Fe3+ ve Fe2+ iyonlarını kimyasal olarak birlikte çöktürme 

yöntemi ile Fe3O4 manyetik nanopartikülleri hazırlamıĢlar ve partikül yüzeyinde 

reaktif gruplar oluĢturması için manyetik nanopartikülleri vinil-trietoksisilikan ile 

doğrudan modifiye etmiĢlerdir. Ardından nanopartikülleri yüzey baĢlatıcılı radikal 

polimerizasyonu yöntemi ile glisidil metakrilat ve metakriloksietil trimetil 

amonyum klorür ile aĢılamıĢlardır. OluĢan partikülleri X ıĢını toz kırınımı, TEM, 

FTIR ve titreĢim örnek manyetometresi ile karakterize etmiĢlerdir. Elde edilen 

sonuçlar polimer zincirlerinin Fe3O4 nanopartiküllerinin yüzeyine etkili bir Ģekilde 

asıldığını göstermiĢtir. AraĢtırıcılar daha sonra lipaz enzimini %70.4 aktivite 
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verimi ile elektrostatik ve kovalent bağlanma ile ılımlı koĢullar altında manyetik 

partiküllerin yüzeyine immobilize etmiĢlerdir. AraĢtırıcılar immobilize lipazın, 

serbest lipaz ile karĢılaĢtırıldığında termal stabilitesinin daha yüksek olduğunu 

rapor etmiĢlerdir. 

Pan vd. (2009) manyetik Fe3O4-kitosan nanopartikülleri, Fe2+ ve Fe3+‟ün birlikte 

çöktürülmesi ile oluĢan Fe3O4 nanopartiküllerin yüzeyine kitosanın elektrostatik 

adsorpsiyonu yoluyla hazırlamıĢlar ve Aspergillus oryzae β-galaktozidaz enzimini 

glutaraldehit aktivite ajanı yardımıyla kovalent olarak immobilize etmiĢlerdir. Bu 

immobilizasyon iĢlemini immobilizasyon süresi, çapraz bağlama süresi, enzim 

deriĢimi, glutaraldehit deriĢimi ve glutaraldehit ve çözeltisinin baĢlangıç pH 

değerlerini inceleyerek optimize etmiĢlerdir. Sonuç olarak immobilize enzim 

serbest enzime göre daha yüksek depolama, pH ve termal stabilite göstermiĢtir. 

Ġmmobilize enzim 15 kez kullanıldıktan sonra baĢlangıç aktivitesinin %92‟sini 

korumuĢtur. Ġmmobilize β-galaktozidaz ile substrat olarak laktoz kullanıldığında 

galaktaoligosakkaritler oluĢmuĢ ve laktozun %50‟si hidrolizlendiğinde maksimum 

verim %15.5 (w/v) olarak bulunmuĢtur. Elde edilen sonuçlar manyetik Fe3O4-

kitosan nanopartiküllerin, β-galaktozidaz immobilizasyonu için etkili bir destek 

olduğunu göstermiĢtir.  

Huang vd. (2010), glukoz oksidaz enzimini glutaraldehit kullanarak Fe3O4/SiO2 

manyetik nanopartiküllere kovalent olarak immobilize etmiĢtir. Optimum 

immobilizasyon pH 6‟da %2‟lik (w/v) 3-aminopropiltrietoksisilan, %3‟lük (w/v) 

glutaraldehit ve gram taĢıyıcı baĢına 0.143 g glukoz oksidaz deriĢiminde 

gerçekleĢmiĢtir. Ġmmobilize glukoz oksidazın aktivitesi pH 7.0 ve 50°C‟de 4570 

U/g olarak bulunmuĢtur. Kırk beĢ °C‟de 6 saat bekletildiğinde serbest enzim 

baĢlangıç aktivitesinin yalnızca %20‟sini gösterirken, immobilize enzim baĢlangıç 

aktivitesinin %80‟ini göstermiĢtir. Ġmmobilize glukoz oksidaz altı kez 

kullanıldıktan sonra baĢlangıç aktivitesinin %60‟ını göstermiĢtir. Ayrıca serbest ve 

immobilize enzimin depo kararlılığı 4°C‟de 1 ay boyunca incelendiğinde serbest 

enzim baĢlangıç aktivitesinin %62‟sini korurken, immobilize enzim baĢlangıç 

aktivitesinin %75‟ini korumuĢtur. 

Zhu vd. (2014), karboksil grupları ile fonksiyonelleĢtirilmiĢ silika kaplı manyetik 

nanopartikülleri kullanarak, EDC/NHS bağlama reaksiyonu ile yeni bir 

immobilize pankreatik lipaz hazırlamıĢlardır. AraĢtırıcılar manyetik 



28 

nanopartiküllerin yüzeyine 50 mg enzim/g manyetik nanopartikül immobilizasyon 

verimi ile pankreatik lipazın kovalent olarak bağlandığını rapor etmiĢlerdir. 

Ġmmobilize lipazın özellikleri ile serbest lipazın özelliklerini karĢılaĢtırmıĢlar ve 

immobilize lipazın enzimatik aktivitesinin, tekrar kullanılabilirliğinin, termal 

stabilitesinin ve depo stabilitesinin önemli oranda yüksek olduğunu bulmuĢlardır. 

Atacan vd. (2016), gallik asit ile ön iĢleme bırakılan Fe3O4 manyetik 

nanopartiküllerin yüzeyine tripsin enzimini baĢarılı bir Ģekilde immobilize 

etmiĢlerdir. Ġmmobilize enzimin Bradford metodu ile proteinin yükleme 

ölçümlerini ve N-α-benzoil-DL-arjinin-4-nitroanilit hidroklorürün hidrolizi ile 

aktivite ölçümlerini gerçekleĢtirmiĢlerdir. Ġmmobilize tripsinin yüksek 

sıcaklıklarda (45-55°C) ve bazik pH‟larda (6.0-10.5) daha yüksek enzim aktivitesi 

gösterdiğini rapor etmiĢlerdir. Ġmmobilize enzimin 4°C‟de 120 gün depolamadan 

sonra baĢlangıç aktivitesinin %92‟sini ve ard arda sekiz kez kullanımdan sonra 

baĢlangıç aktivitesinin %54.5‟ini koruduğunu gözlemiĢlerdir. Ġmmobilize tripsinin 

performansını sığır serum albümin proteinin hidrolizini inceleyerek 

göstermiĢlerdir. Ayrıca gerçek bir gıda örneği olarak sığır sütü kullanılmıĢ ve 

immobilize tripsin ile proteinlerin parçalandığı SDS-PAGE ile gösterilmiĢtir.  

Rodrigues vd. (2018), orgonofosfor pestisitlerinin belirlenmesi için tek 

kullanımlık, düĢük maliyetli ve duyarlı bir sensör geliĢtirmek amacıyla kitosan ile 

modifiye edilmiĢ Fe3O4 manyetik nanopartiküllere asetilkolinesteraz enzimini 

glutaraldehit yardımıyla immobilize etmiĢlerdir. Daha sonra enzim bağlı manyetik 

nanopartikülleri perde baskılı elektrot yüzeyine bağlamıĢlar ve malathion 

pestisidinin tayininde kullanmıĢlardır. Ayrıca hazırlanan sensör domates sosu ve 

göl suyu gibi gerçek örneklerde denenmiĢ ve hazırlanan sensörün malathion 

tayininde iyi duyarlılık ve düĢük dedeksiyon limiti gösterdiği görülmüĢtür.  

Tümör hücreleri, daha spesifik olarak lenfatik tümör hücreleri, hızlı malin 

büyümesini devam ettirebilmek için çok miktarda asparajine ihtiyaç duymaktadır. 

Hücre diyetten gelen (kan serumu) ve kendi ürettiği (sınırlı miktarda) asparajini bu 

ihtiyacını karĢılamakta kullanmaktadır. Lösemik lenfoblast ve diğer bazı tümör 

hücreleri asparajin sentetaz enziminden yoksundur veya çok az düzeyde sahiptir 

ve bu yüzden asparajini de novo olarak sentezleyemez ve hayatta kalabilmesi için 

serumda var olan asparajine ihtiyaç duyar. Asparajinaz serum asparajin düzeyini 

düĢürür ve protein sentezi için gerekli bir faktörün uzaklaĢtırılması ile tümör 
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hücrelerini öldürür. Yeterli miktarda asparajin sentetaz enzimi içeren sağlıklı 

hücreler ise etkilenmeden sağlam kalırlar (Narta vd., 2007; Verma vd. 2007). L-

Asparajinaz L-asparajinin L-aspartik asit ve amonyağa hidrolizini spesifik olarak 

katalizleyen bir enzimdir ve akut lenfoblastik löseminin tedavisi için kemoterapi 

ajanı olarak kullanılır (Zhang vd., 2004). L-asparajinaz yüksek terapötik etkisine 

karĢılık alerjik reaksiyonlar oluĢturması ve sık dozajlama gereksinimi oluĢturan 

kısa yarı ömre sahip olması gibi bazı kusurlara hala sahiptir (Agrawal vd., 2003). 

Bu dezavantajların üstesinden gelmek için L-asparajinaz son otuz yıldan fazladır 

organik, inorganik ve hibrit materyalleri gibi çeĢitli taĢıyıcılara immobilize 

edilmiĢtir. 

Asparajinaz immobilizasyonuna iliĢkin yapılan ilk çalıĢmalardan biri 1982 yılında 

Poznansky vd. (1982) tarafından yapılmıĢtır. Bu araĢtırıcılar kemoterapi ajanı 

olarak L-asparajinaz-albumin polimerinin kullanımının avantajlı olduğunu ve bu 

yapının proteolize karĢı serbest enzime göre daha kararlı olduğunu rapor 

etmiĢlerdir. Antitümör aktivitesi açısından, immobilize enzimin serbest enzimden 

20 kat daha etkili olduğunu ve insan pankreatik tümör hücrelerinin büyümesini 

önemli oranda inhibe ettiğini göstermiĢlerdir. 

Gombotz vd. (1985) L-asparajinaz enzimini bir plazma filtresinin gözenekli 

polipropilen hollow fiberlerine immobilize etmiĢlerdir. Bu amaçla fiberlerin 

yüzeyine karboksil grubu içermesi nedeniyle poli(metakrilik asit) radyasyonla 

aĢılanmıĢ ve ardından karbodimid ve NHS kimyası kullanılarak L-asparajinaz 

enzimi kovalent olarak immobilize edilmiĢtir. İn vitro çalıĢmalar kapsamında 

immobilize enzimin stabilitesi, kinetik parametreleri ve optimum pH‟ı 

belirlenmiĢtir. İn vivo çalıĢma ise bir hayvan modeli olarak koyun üzerinde 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu araĢtırıcılar bir immobilize L-asparajinaz plazma filtresi 

kullanan plazmoferezin, akut lenfositik löseminin tedavisinde yararlı bir klinik 

araç olduğunu rapor etmiĢlerdir. 

Jean-Francois ve Fortier (1996), L-asparajinaz enzimini poli(etilen glikol) ve 

BSA‟dan yapılmıĢ bir hidrojel matriksine immobilize etmiĢler ve BSA 

kullanmanın poli(etilen glikol)‟ün biyouyumluluğunu artırdığını belirtmiĢlerdir. 

Elli günlük depolama sonunda serbest enzimin baĢlangıç aktivitesinin %43‟ü 

korunurken, immobilize enzimin aktivitesinin %90‟ını koruduğunu rapor 

etmiĢlerdir. 
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Vina vd. (2001), Erwina carotovora L-asparajinazını biyolojik olarak aktif fruktoz 

polimeri levan üzerine kovalent olarak bağlamıĢlardır. AraĢtırıcılar 

immobilizasyon ile immobilize asparajinazın pH‟a bağlı aktivite grafiğinde 

geniĢleme olduğunu ve 40 ve 50°C‟deki stabilitesinin önemli ölçüde arttığını rapor 

etmiĢlerdir. Ayrıca immobilize enzimin stabilitesini yaklaĢık 1 ay koruduğunu 

göstermiĢlerdir. 

Balcao vd. (2001), tetramerik bir enzim olan E. coli L-asparajinazını glutaraldehit 

ile aktive edilmiĢ agoraza çok noktalı kovalent immobilizasyon yöntemi ile 

immobilize etmiĢlerdir. AraĢtırıcılar bu immobilize sistemin 50°C‟de 80 saat 

inkübasyondan sonra bile aktivitesini tamamıyla koruduğunu göstermiĢlerdir ve 

böylesi yüksek stabilitenin özellikle klinikteki ekstrakorporal aygıtlarda önemli 

olduğunu vurgulamıĢlardır.  

Zhang vd. (2004), L-asparajinazı ipek özü proteini olan serisin mikropartiküllerine 

kovalent olarak immobilize etmiĢler ve immobilize enzimin orijinal enzim 

aktivitesinin % 62.5‟ini gösterdiğini rapor etmiĢlerdir. Serisine immobilize olmuĢ 

enzimin Km değeri serbest enziminkinden 8 kat daha düĢük ve 40-50°C‟deki 

sıcaklık stabilitesi daha yüksek bulunmuĢtur. Ayrıca immobilize asparajinazın 

serbest enzim ile kıyaslandığında tripsin ile parçalanmaya karĢı dayanıklılığının 

arttığı ifade edilmiĢtir.  

Teodor vd. (2009) hidrojel manyetik nanopartikülleri sentezlemiĢler ve elde 

ettikleri nano yapılara L-asparajinaz enzimini tutuklama yöntemi ile immobilize 

etmiĢlerdir. Nanopartiküllerin sitotoksisitesini ve ayrıca mikroorganizmalar ile 

etkileĢimlerini de değerlendirmiĢlerdir. L-Asparajinaz tutuklanmıĢ biyouyumlu 

hidrojel manyetik nanopartiküllerin ĢiĢmiĢ durumda 300 nm ve kurutulmuĢ 

durumda 30 nm boyutunda olduğunu ve bu yapıların hücre ve dokulara 

girebileceğini rapor etmiĢlerdir. Ayrıca yapılan bu çalıĢmada elde edilen nano 

yapıların biyouyumlu olduğu ve tümörlü dokularda L-asparajinaz salımında 

kullanılabileceğini ifade etmiĢlerdir. 

Qiao vd. (2011) poli(glisidil metakrilat-ko-etilen dimetakrilat) polimerini 

kullanarak L-asparajinaz için monolitik reaktörler hazırlamıĢlardır. Sonra L-

asparajinazı polimerik monolite kovalent olarak immobilize ederek bir kapilere 

yerleĢtirmiĢlerdir. Bu enzimatik mikroreaktörlerin aktivite özelliğini incelemek 

için Michaelis-Menten kinetik sabitlerini araĢtırmıĢlardır. AraĢtırıcılar insan 
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serumuna L-asparajin ekleyerek bu enzimatik mikroreaktörün kullanılabilirliğini 

göstermiĢler ve bu ekstrakorporal Ģöntün, enjeksiyonla hastalara doğrudan bir 

antikanser ilacı olarak L-asparajinazın uygulandığında oluĢabilecek yan etkileri 

ortadan kaldırılabileceğini rapor etmiĢlerdir.  

Ghosh vd. (2012)‟in yaptığı bir çalıĢmada polianilin nanolifler sentezlenmiĢ ve L-

asparajinaz enzimi adsorpsiyon yoluyla bu nanoliflere immobilize edilmiĢtir ve 

enzim içeren destek XPS, XRD, TEM ve FTIR teknikleri ile karakterize edilmiĢtir. 

AraĢtırıcılar immobilize L-asparajinazın serbest enzim ile kıyaslandığında farklı 

sıcaklık ve pH‟larda gerçekleĢen parçalanma/denatürasyon iĢlemlerine karĢı daha 

yüksek kararlılığa sahip olduğunu belirtmiĢlerdir. Ayrıca immobilizasyondan 

sonra Vmax‟ın yaklaĢık iki kat arttığı ve Km‟in de yaklaĢık 2 kat azaldığı rapor 

edilmiĢtir.  

Sundaramoorthi vd. (2012) Umman Denizi etrafındaki farklı toprak örneklerinden 

izole ettikleri on iki izolatin L-asparajinaz aktivitesini taramıĢ ve beĢ izolatın L-

asparajinaz aktivitesi gösterdiğini bulmuĢlardır. Daha sonra bu fungusların ürettiği 

L-asparajinaz enzimini alarak farklı destekler üzerine (silika jel, agaroz, aktive 

edilmiĢ karbon, karboksimetil selüloz, yumurta kabuğu, trikalsiyum fosfat) 

glutaraldehit vasıtasıyla kovalent olarak bağlamaya çalıĢmıĢlardır. En yüksek 

immobilizasyon aktivitesini ve verimini %86.84 olarak silika jel ile elde 

etmiĢlerdir.  

Mu vd. (2014), manyetik nanopartikülleri tersinir ekleme-parçalanma zincir 

transfer polimerizasyonu tekniği kullanarak hazırlanmıĢ poli(2-vinil-4,4-

dimetilazlaktan) polimeri ile fonksiyonelleĢtirmiĢler ve bu desteğe L-asparajinaz 

enzimini kovalent olarak immobilize etmiĢlerdir. Ġmmobilize enzim sisteminin 10 

kez kullanımdan sonra bile aktivitesini %95.7‟sini koruduğunu ve 10 haftalık 

depolama sonunda baĢlangıç aktivitesinin %72.6‟sından fazlasını gösterdiğini 

rapor etmiĢlerdir. AraĢtırıcılar ayrıca bu hazırlanan L-asparajinaz reaktörünün 

lösemi tedavisinde potansiyel uygulama kabiliyetini göstermek için bir 

ekstrakorporal Ģönt sistemi simülasyonunu hazırlamıĢlardır. 

Bahreini vd. (2014) tarafından yapılan bir çalıĢmada, pAED4 plasmidinde 

klonlanmıĢ asparajinaz II geni E. coli‟ye yerleĢtirilmiĢ ve optimum koĢullarda 

ekpresse edilmiĢtir. Bu Ģekilde üretilen ve kristallendirilen L-asparajinaz II enzimi 

iyonotropik jelleĢme metoduyla kitosan-tripolifosfat nanopartiküllere 
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yüklenmiĢtir. Optimum tutuklama koĢulları ve protein yükleme miktarı araĢtırılmıĢ 

ve kitosan-tripolifosfat nanopartiküllere enzimin bağlandığı FTIR ile 

gösterilmiĢtir. Ġmmobilize enzimin serbest enzimle kıyaslandığında in vitro 

yarılanma ömrünün arttığı, immobilize enzimin sıcaklık ve pH stabilitesinin 

serbest enzimle karĢılaĢtırılabilir olduğu rapor edilmiĢtir. 

Ulu vd. (2016a),  L-asparajinaz immobilizasyonu için poli(MAA-co-MMA)-

niĢasta kompozitini hazırlamıĢlar ve FTIR, TGA, DTA ve DSC ile karakterize 

etmiĢlerdir. Ġmmobilizasyondan önce ve sonra yapılan SEM, EDX ve AFM 

analizleri ile kompozitlerin yüzeyi analizlenmiĢtir. Ġmmobilize asparajinazın 

özellikleri araĢtırılmıĢ ve serbest asparajinaz ile karĢılaĢtırılmıĢtır. Ġmmobilize 

asparajinazın daha iyi sıcaklık ve pH stabilitesine sahip olduğu ve 25°C‟de 30 gün 

depolamadan sonra bile kararlılığını koruduğu rapor edilmiĢtir. 

Ulu vd. (2016b) yayınladıkları baĢka bir makalede poli(HEMA)-niĢasta 

kompozitlerinin de asparajinaz immobilizasyonunda kullanılabileceğini rapor 

etmiĢlerdir. Asparajinaz aktivitesinin optimum koĢullarının immobilizasyondan 

etkilenmediğini, serbest ve immobilize enzimin optimum pH‟ının 8.5 ve optimum 

sıcaklığının 45-50°C olduğunu göstermiĢlerdir. Ayrıca immobilize asparajinazın 

yüksek pH ve sıcaklıkta daha kararlı olduğunu bulmuĢlar ve serbest ve immobilize 

enzimin Km değerlerini 1.58 ve 0.56 mM ve Vmax değerlerini 5882 ve 3610 U/mg 

olarak hesaplamıĢlardır. 

Bahraman ve Alemzadeh (2017), E. coli ATCC 11303 asparajinaz enzimini 

kalsiyum aljinat kürelere baĢarılı bir Ģekilde immobilize etmiĢler ve maksimum 

asparajinaz aktivitesini elde etmek amacıyla en iyi immobilizasyon koĢullarının 

belirlenmesi için yüzey yanıt yöntemini kullanmıĢlardır. Sodyum aljinat deriĢimi, 

kalsiyum aljinat klorür deriĢimi ve enzim yükleme gibi en etkili bileĢenler 

arasındaki etkileĢimi yüzey yanıt yöntemi ile incelemiĢler ve kullanılan herhangi 

bir kalsiyum klorür deriĢiminde, sodyum aljinat deriĢimi arttığında yüzde 

asparajinaz aktivitesinin arttığını rapor etmiĢlerdir. Optimum immobilizasyon 

koĢullarının % 1.98 sodyum aljinat, % 3.70 kalsiyum klorür ve % 46.91 enzim 

yüklemesi olduğunu ifade etmiĢler ve en yüksek asparajinaz aktivitesini % 34.49 

olarak bulmuĢlardır. 
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Uygun vd. (2017), Au/Ni/Au/PEDOT-PPy-COOH segmentlerini içeren ultrasound 

sürücülü nanoteller sentezleyerek asparajinaz enziminin immobilizasyonunda 

kullanmıĢlardır. AraĢtırıcılar nanotel motorlarının yüzeyine asparajinaz enziminin 

immobilizasyonu ile enzimin sıcaklık ve pH stabilitesinin, proteazlara karĢı 

direncinin, substratına olan afinitesinin arttığını rapor etmiĢlerdir. Ayrıca 

asparajinaz taĢıyan nanotellerin EL4 lenfoma kanser hücrelerini öldürme 

etkinliğinin % 92 olduğunu belirtmiĢlerdir.   
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Kimyasal ve Cihazlar 

Deneylerde Vestel (White FR 540) buzdolabı, Radwag (AS220 C/2) analitik 

terazi, Beko (7216DF) dondurucu, Clifton çalkalamalı su banyosu, Memmert 

(Beschicung-Loading Modell 100-800) etüv, Sigma (3-30 KS) santrifüj cihazı, 

Hanna (pH 211) pH metre, Wisd (WB-22) soğutmalı su banyosu, Shimadzu (UV-

1601) UV-Vis spektrometre, Daihan (MSH-20D) sıcaklık ayarlı karıĢtırıcı, Velp 

(Multistirrer 15) çoklu manyetik karıĢtırıcı, Heidolph (Promax 202) çalkalayıcı, 

Ultrasonic (LC30) ultrasonik banyo, GFL (2001/4) saf su cihazı, Isolab (CAPP) 

otomatik pipetler, ultra saf su cihazı (Millipore Simplicity UV) kullanıldı. 

Escherichia coli‟den saflaĢtırılmıĢ 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 (Fe3O4), 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 için 

Manisa Celal Bayar Üniversitesi Fen-Edebiyat Fakültesi Kimya Bölümü‟nde 

bulunan FTIR spektrofotometresi (BX Perkin Elmer); Ġzmir Yüksek Teknoloji 

Enstitüsü AraĢtırma Merkezi‟nde bulunan Taramalı Elektron Mikroskobu (Philips 

XL-30S FEG), Atomik Kuvvet Mikroskobu (Digital Instruments-MMSPM 

Nanoscape IV) ve Enerji Dağılımlı X-ıĢını analiz cihazı (LEO, EVO 40 Carl Zeiss 

NTS, Peabody, Massachusetts) ve Selçuk Üniversitesi Ġleri Teknoloji AraĢtırma-

Uygulama Merkezi‟nde bulunan Elektron Spin Rezonans Spektrometresi (JEOL 

JES-FA300) kullanıldı. 
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3.2. Yöntem 

3.2.1. Manyetik Nanopartiküllerin Sentezlenmesi 

Manyetik nanopartiküllerin [poli(HEMA-GMA)] sentezi için yüzey aktif madde 

içermeyen emülsiyon polimerizasyonu tekniği kullanıldı. Bu amaçla stabilizatör 

olarak kullanılan PVA‟dan 0.5 g tartılıp 45 mL saf suda çözüldü. Hazırlanan PVA 

çözeltisinin 25.0 mL‟si polimerizasyonun gerçekleĢeceği 100 mL hacimli cam 

reaktöre aktarılarak üzerine 0.6 mL HEMA monomeri, 0.3 mL EGDMA çapraz 

bağlayıcısı ve 50.0 µL GMA monomeri ilave edilerek 30 saniye yavaĢ yavaĢ 

çalkalandı. Daha sonra, sentezlenen polimere manyetik özellik kazandırmak 

amacıyla 0.2 g Fe3O4 ve reaktöre baĢlatıcı olarak potasyum persülfat (KPS) 

çözeltisi (0.0198 g/45 mL su) ilave edildi. Hazırlanan çözelti 70°C‟de 4 saat 

boyunca 200 rpm‟de su banyosunda çalkalandı. PolimerleĢmenin gerçekleĢip 

gerçekleĢmediği Ģeffaftan kızılımsı beyaza dönen renk takibi ile gözlendi. 

Polimerizasyon iĢleminin sonunda reaksiyon karıĢımı oda sıcaklığına soğutuldu ve 

reaksiyona katılmayan monomerler ve magnetitin uzaklaĢtırılması için 10 dk 5000 

rpm‟de santrifüj yapıldı. Süpernatan alınıp 18000 g‟de 15 dk santrifüjlenerek 

manyetik nanopartiküller çöktürüldü ve daha sonra sırasıyla 15‟er mL etanol, 

etanol/su (1:1) ve su ile yıkandı. Yıkama iĢleminin ardından çöken poli(HEMA-

GMA) manyetik nanopartiküllere polimerizasyon hacmi (yaklaĢık 71 mL) kadar 

saf su ilave edildi ve emülsiyon oluĢturmaları sağlandı. Sentezlenen polimerler 

kullanılıncaya kadar +4°C‟de buzdolabında ve mikrobiyal üremenin engellenmesi 

için % 0.02‟lik NaN3 çözeltisi içerisinde saklandı. ĠĢlemler ġekil 3.1‟de Ģematize 

edilmiĢtir. 
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ġekil 3.1. Manyetik nanopartiküllerin [poli(HEMA-GMA)] sentezlenmesi 

3.2.2. Manyetik Nanopartiküllere L-Asparajinaz Ġmmobilizasyonu 

Manyetik nanopartiküllere L-asparajinazın immobilizasyonu için nanopartiküller 

önce 100 mM pH 8.0 fosfat tamponu ile dengelendi. Daha sonra 0.003 mg/mL 

deriĢimindeki asparajinaz çözeltisi (pH 8 potasyum fosfat tamponunda) mag-nano-

poli(HEMA-GMA) polimerinin bulunduğu ortama ilave edildi. Nanopartikül ve 

enzim karıĢımı 24 saat boyunca manyetik karıĢtırıcı yardımıyla karıĢtırılarak L-

asparajinaz enziminin manyetik nanopartiküllere immobilizasyonu gerçekleĢtirildi. 

3.3. Manyetik Nanopartiküllerin [poli(HEMA-GMA)] 

Karakterizasyonu 

Mag-nano-poli(HEMA-GMA) ve asparajinaz bağlı mag-nano-poli(HEMA-

GMA)‟nın FTIR spektrumlarının alınması amacıyla toz haline getirilen örnekler 

uygun miktarda (1:1) KBr ile karıĢtırıldıktan sonra pelet haline getirildi. FTIR 

spektrumları, BX Perkin Elmer FTIR cihazı kullanılarak elde edildi.  

Sentezlenen polimerin manyetik özellik kazandığını belirlemek amacıyla uygun 

miktarda örnekler kurutulup oda sıcaklığında Elektron Spin Rezonans 

Spektrometre (SEOL JES-FA 300) cihazı kullanılarak ESR spektrumları alındı.  
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Sentezlenen polimerin yüzey ve boyut özellikleri SEM (Philips XL-30S FEG) ve 

AFM (Digital Instruments-MMSPM Nanoscape IV) cihazları kullanılarak 

incelendi. Manyetik nanopartiküllere L-asparajinaz enziminin bağlandığı ise SEM-

EDX analizi ile belirlendi. 

3.4. Asparajinaz Aktivite Tayini 

Serbest ve immobilize asparajinazın aktivitesi Mashburn ve Wriston (1963) 

tarafından önerilen metoda göre yapıldı. Bu metodun temeli substrat olarak 

kullanılan asparajin hidrolizine bağlı olarak ortaya çıkan amonyak miktarının 

ölçülmesine dayanmaktadır.  

Bu amaçla 1.0 mL 10 mM L-asparajin (0.05 M Tris-HCl pH 8.6 tamponunda) 

hazırlanmıĢ ve belli miktarda enzim içeren reaksiyon karıĢımı 37°C‟de 30 dk 

inkübe edildi. Reaksiyonu durdurmak için 0.1 mL 1.5 M trikloroasetik asit (TCA) 

ortama ilave edildi. Reaksiyona katılmayan proteinleri ayırmak için karıĢım 10000 

g‟de 5 dk santrifüjlendi. Daha sonra süpernatandan 500 µL alındı ve üzerine 1.75 

mL saf su 0.25 mL Nessler reaktifi eklenerek 10 dk inkübe edildi. Bu çözeltiden 1 

mL alınarak 480 nm‟de absorbansı okundu. Bir ünite L-asparajinaz (U)  37°C'de, 

dakikada 1 µmol amonyak üretebilen enzim miktarı olarak tanımlandı ve ünite 

hesabı EĢitlik 3.1 kullanılarak yapıldı. (Ulu vd., 2016b) 

 

 

U 
                           

                                                    
                        (EĢitlik 3.1) 

 

Ġzlenen yol ġekil 3.2‟de Ģematize edilmiĢtir. 
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ġekil 3.2. Asparajinaz aktivite tayini 

3.4.1. Serbest ve Ġmmobilize Asparajinaz Aktivitesine pH’ın Etkisinin 

Ġncelenmesi 

Serbest ve immobilize asparajinaz aktivitesine pH etkisinin incelenmesi için enzim 

ve substrat çözeltileri pH 4.5-5.5 asetat tamponu; pH 6.5 potasyum fosfat 

tamponu; pH 7.5-8.5 Tris-HCl tamponu ve pH 9.5 karbonat tamponunda 

hazırlandı. Aktivite ölçümleri Bölüm 3.4 anlatılan yönteme göre yapıldı. Serbest 

ve immobilize enzimin aktivite değerleri ise EĢitlik 3.1 kullanılarak hesaplandı. En 

yüksek aktivite değeri % 100 kabul edilerek % aktivite değerleri hesaplandı ve pH 

değerlerine karĢılık % aktivite değerleri grafiğe geçirildi. Böylece serbest ve 

immobilize asparajinazın optimum pH değeri belirlendi.  

3.4.2. Serbest ve Ġmmobilize Asparajinaz Aktivitesine Sıcaklığın Etkisinin 

Ġncelenmesi 

Serbest ve immobilize asparajinaz aktivitesine sıcaklığın etkisinin incelenmesi için 

farklı sıcaklıklarda (15; 25; 35; 45; 55; 65°C) serbest ve immobilize asparajinaz 

çözeltileri hazırlandı. Aktivite ölçümleri Bölüm 3.4‟de anlatılan yönteme göre 

yapıldı. Serbest ve immobilize enzimin aktivite değerleri ise EĢitlik 3.1 

kullanılarak hesaplandı. Hesaplanan aktivite değerlerinden en yüksek aktivite 

değeri %100 kabul edilerek % aktivite değerleri belirlendi. Sıcaklık değerlerine 

karĢılık % aktivite değerleri grafiğe geçirildi. Böylece serbest ve immobilize 

asparajinazın optimum sıcaklık değerleri belirlendi.  
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3.4.3. Serbest ve Ġmmobilize Asparajinaz Aktivitesine Substrat DeriĢiminin 

Etkisinin Ġncelenmesi 

Serbest ve immobilize asparajinazın aktivitesine substrat deriĢiminin etkisini 

incelemek üzere serbest enzim için pH 6.5 potasyum fosfat tamponunda 

immobilize enzim için pH 7.5 Tris-HCl tamponunda farklı deriĢimlerde (1.0; 1.2; 

1.4; 1.6; 3.2; 6.4; 12.8; 25.6 mM) substrat (L-asparajin) çözeltileri hazırlandı.  

Hazırlanan bu çözeltilerle Bölüm 3.4‟de anlatılan yönteme göre aktivite ölçümleri 

yapıldı. Serbest ve immobilize asparajinaz için baĢlangıç hız değerleri hesaplandı 

ve Lineweaver-Burk grafikleri çizildi. Çizilen grafiklerden elde edilen verilerle Km 

ve Vmax değerleri hesaplandı.   

3.4.4. Serbest ve Ġmmobilize Asparajinaz Enziminin Isıl Kararlılığının 

Ġncelenmesi 

Serbest ve immobilize asparajinazın ısıl kararlılığının belirlenmesinde serbest ve 

immobilize enzim için 55°C‟de aktivite ölçümleri yapıldı. Serbest ve immobilize 

enzim 55°C‟ye ayarlanan ısıtıcılı blokta 600 dk inkübe edilerek belli aralıklarla 

aktivite ölçümleri yapıldı. Aktivite ölçümleri Bölüm 3.4‟de anlatılan yönteme göre 

yapıldı. Aktivite değerleri serbest ve immobilize asparajinaz için belirtilen 

sıcaklıklarda zamana karĢı % aktivite değeri olarak grafiğe geçirildi. 

3.4.5. Serbest ve Ġmmobilize Asparajinaz Enziminin Depo Kararlılığının 

Ġncelenmesi  

Serbest ve immobilize asparajinazın depo kararlılığının belirlenmesi için serbest 

ve immobilize enzim +4°C‟de 40 gün boyunca inkübe edildi. Bu süre içinde belirli 

aralıklarla aktivite ölçümleri yapıldı. Zamana bağlı olarak aktivitedeki 

değiĢiklikler Bölüm 3.4‟de anlatıldığı gibi ölçüldü. Aktivite değerleri % aktivite 

olarak zamana karĢı grafiğe geçirildi. 
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3.4.6. Ġmmobilize Asparajinaz Enziminin ĠĢlemsel Kararlılığının Ġncelenmesi 

Ġmmobilize enzimin iĢlemsel kararlılığının belirlenmesi için immobilize enzim ile 

art arda aktivite ölçümleri yapıldı ve bu ölçümler 8 kez tekrar edildi. Yapılan her 

ölçümün ardından immobilize asparajinaz pH 6.5 potasyum fosfat tamponu ile 

yıkandı. Aktivite ölçümleri döngü sayısına karĢı % aktivite değeri olarak grafiğe 

geçirildi. 

3.4.7. Ġmmobilize Asparajinazın Ġnsan Serumunda L-Asparajin Hidrolizinde 

Kullanılabilirliğinin AraĢtırılması 

Manyetik nanopartiküllere immobilize edilen asparajinazın bir uygulaması olarak 

ticari olarak satın alınan insan serum örneğine belli bir miktarda asparajin ilave 

edilerek immobilize asparajinaz ile hidrolizi gerçekleĢtirildi. Serbest ve 

immobilize enzimin etkinlikleri kıyaslandı. 
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4. BULGULAR VE TARTIġMA 

4.1. Manyetik Nanopartiküllerin Sentezlenmesi ve Karakterizasyonu 

Bu tezde manyetik nanopartiküller [poli(HEMA-GMA)] sürfaktansız emülsiyon 

polimerizasyon yöntemi ile sentezlenmiĢtir. Sentezlenen nanopolimerik yapının 

kimyasal yapısı ve Ģematik görüntüsü ve bu yapıya asparajinaz enziminin kovalent 

olarak bağlanmasına iliĢkin önerilen mekanizma ġekil 4.1.a ve b‟de gösterilmiĢtir. 

a) 

 

b)

 

 

ġekil 4.1. Manyetik nanopartikül [poli(HEMA-GMA)] (a) ve L-asparajinaz bağlı manyetik 

nanopartikülün [poli(HEMA-GMA)]‟nın kimyasal yapıları (b) 

Manyetik poli(HEMA-GMA) 

L-Asparajinaz 

L-Asparajinaz bağlı 

Manyetik poli(HEMA-GMA) 
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Nanopolimerik yapıya asparajinaz enziminin kovalent olarak bağlandığı FTIR ve 

SEM-EDX ölçümleri ile gösterilmiĢtir. ġekil 4.2‟de enzim taĢımayan ve enzim 

taĢıyan nanopolimerlerin FTIR spektrumları ve Çizelge 4.1‟de protein ve 

peptitlerin karakteristik IR bantlarının bir listesi görülmektedir (Kong ve Yu, 

2007). 

 

ġekil 4.2. Enzim taĢıyan ve enzim taĢımayan nanopolimerlerin FTIR spektrumları 

ġekilde görüldüğü üzere 3500 cm-1 civarında –OH gerilme titreĢimleri 

bulunmaktadır. 3300 cm-1 civarında C-H gerilmeleri, 1750 cm-1 civarında C=O 

gerilmeleri, 1260 cm-1 civarında C-O bantları görülmektedir. Özellikle 1570 cm-1 

civarında gözlenen Amid II bandı protein yapısındaki asparajinaz enziminin 

içeriğinden kaynaklanmaktadır. 
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Çizelge 4.1. Proteinlerin ve peptitlerin karakteristik IR bantlarının değerleri  (Kong ve Yu, 

2007) 

 

ġekil 4.3‟de manyetik nanopartiküllere iliĢkin EDX analizi grafiği ve Çizelge 

4.2‟de ise bu analizden elde edilen veriler görülmektedir. Nanopolimerik yapıya 

asparajinaz enziminin katıldığı N ve S varlığı ile gösterilmiĢtir. Bu asparajinaz 

enziminin içerdiği sistein ve methionin amino asitlerin miktarından 

nanopolimerlere bağlanan enzim miktarı 66.43 mg asparajinaz/g nanopartikül 

olarak hesaplandı. 

 

ġekil 4.3. Asparajinaz bağlı manyetik nanapartiküllerin EDX spektrumu  
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Çizelge 4.2. Asparajinaz bağlı manyetik nanopartiküllerin EDX analizine iliĢkin veriler 

 

Nanopolimerlerin yapısına magnetit bileĢiğinin katıldığının bir kanıtı olarak alınan 

ESR spektrumları ġekil 4.4‟de gösterilmiĢtir. Bu grafikten elde edilen veriler ve 

g= (h.v) ⁄ (β.Hr) eĢitliği kullanılarak g faktörü 2.14 olarak hesaplandı. Burada h, 

Plank sabiti (6,626.10-27 erg/s); β evrensel sabiti (9,274.10-21 erg/G) ; v, frekans 

(Hz) ve Hr, manyetik alanın rezonansını (G) ifade etmektedir. Fe
3+

 için rapor 

edilen g faktörü değerleri 1.4-3.1 (düĢük spin kompleksleri) ve 2.0-9.7 (yüksek 

spin kompleksleri) Ģeklindedir. Bu tezde sentezlenen nanopolimerik materyalin g 

değeri 2.14 olarak hesaplanmıĢtır ve bu da nanopolimerin manyetik özellik 

kazandığını göstermektedir. 

 

ġekil 4.4. Manyetik nanopartiküllerin ESR spektrumu 
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Sentezlenen polimerin yapısının yüzey morfolojisi ve boyutu SEM ve AFM 

analizleri ile belirlenmiĢ ve ġekil 4.5 a ve b‟de gösterilmiĢtir. Elde edilen 

fotoğraflardan sentezlenen polimerlerin küresel, benzer boyutlu ve ortalama 117.5 

nm boyutunda olduğu görülmektedir. 
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a) 

 

b) 

 

ġekil 4.5. Manyetik nanopartiküllerin SEM ve AFM fotoğrafı ( a ve b ) 
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4.2. Manyetik Nanopartiküllere L-Asparajinaz Ġmmobilizasyonu 

Bu tezde L-asparajinaz enzimi manyetik poli(HEMA-GMA) nanopartiküllere 

polimerik yapıdaki GMA monomerinin epoksi grubu vasıtasıyla kovalent olarak 

immobilize edilmiĢtir. Ġmmobilize edilen L-asparajinaz miktarı enzim bağlı 

nanopartiküllerin SEM-EDX analizi ile yapıdaki S atomu dikkate alınarak 

hesaplanmıĢ ve 66.43 mg asparajinaz/g nanopartikül olarak bulunmuĢtur.  

Mu vd. (2014) yaptıkları bir çalıĢmada manyetik nanopartikülleri poli(2-vinil-4,4-

dimetilazlaktan) ile fonksiyonelleĢtirmiĢler ve bu manyetik nanopartiküllere 

kovalent olarak bağladıkları asparajinaz miktarını 38.0 mg/mg nanopartikül olarak 

bulmuĢlardır. Bu çalıĢma ile karĢılaĢtırıldığında sentezlediğimiz poli(HEMA-

GMA) nanopartiküllerinin kovalent olarak asparajinaz bağlama kapasitesinin daha 

yüksek olduğu görülmektedir.  

4.2.1. Serbest ve Ġmmobilize Asparajinaz Aktivitesine pH’ın Etkisinin 

Ġncelenmesi  

Serbest ve immobilize asparajinaz aktivitesine pH‟ın etkisi pH 4.5 ve pH 9.5 

arasında farklı tampon çözeltiler kullanılarak incelenmiĢ ve elde edilen sonuçlar 

ġekil 4.6‟da gösterilmiĢtir. Buradan serbest enzimin optimum pH‟ının pH 7.5 ve 

immobilize enzimin optimum pH‟ının 6.5 olduğu görülmektedir. Literatürde E. 

coli L-asparajinaz enziminin optimum pH‟ı 7.0; 8.0 ve 8.5 olarak rapor edilmiĢtir  

(Zhang vd. 2004; Zhang vd. 2005 ve Ulu vd. 2016b). Bu tezde elde edilen 

sonuçlar değerlendirildiğinde serbest enzimin optimum pH‟ı literatürde rapor 

edilen değerlere yakın olduğu, immobilize enzimin optimum pH‟ının asidik 

bölgeye kaydığı görülmektedir.  
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ġekil 4.6. Serbest ve Ġmmobilize asparajinaz aktivitesine pH‟ın etkisi  

4.2.2. Serbest ve Ġmmobilize Asparajinaz Aktivitesine Sıcaklığın Etkisinin 

Ġncelenmesi  

Serbest ve immobilize asparajinaz aktivitesine sıcaklığın etkisi 15-65°C arasındaki 

sıcaklıklarda incelenmiĢ ve elde edilen sonuçlar ġekil 4.7‟de gösterilmiĢtir. Elde 

edilen grafikten serbest asparajinazın optimum sıcaklığı 45°C ve immobilize 

asparajinazın optimum sıcaklığı 55°C olarak bulunmuĢtur. Zhang vd. (2004) 

yaptıkları bir çalıĢmada serbest asparajinaz için optimum sıcaklığı 50°C ve 

immobilize asparajinaz için optimum sıcaklığı 60°C olarak bulmuĢlardır. 

Ġmmobilizasyon ile enzimin sıcaklık stabilitesinin artması genellikle gözlenen bir 

durumdur.  
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ġekil 4.7. Serbest ve immobilize asparajinaz aktivitesine sıcaklığın etkisi 

4.2.3. Serbest ve Ġmmobilize Asparajinaz Aktivitesine Substrat DeriĢiminin 

Etkisinin Ġncelenmesi 

Bu çalıĢmada serbest ve immobilize asparajinazın kinetik sabitleri L-asparajin 

substratı kullanılarak belirlenmiĢtir. Serbest ve immobilize asparajinaz için çizilen 

Lineweaver-Burk grafikleri ġekil 4.8 ve ġekil 4.9 ve bu grafiklerden elde edilen 

kinetik değerler ise Çizelge 4.3‟de verilmiĢtir. Vmax, substratına doygun olduğu 

koĢullarda enzimin sergilediği en yüksek hızdır ve difüzyonel sınırlamalardan 

etkilenmektedir. Bu çalıĢmada immobilize asparajinazın maksimum hızı, serbest 

asparajinazdan yaklaĢık 10 kat daha küçük bulunmuĢtur.  

Km enzimin substratına olan ilgisini gösterir ve genellikle immobilizasyonla oluĢan  

difüzyonel engeller ve sterik etkiler nedeniyle Km‟de bir artıĢ gözlenir. Ancak bu 

çalıĢmada Km immobilizasyonla azalmıĢ yani enzimin substratına olan ilgisi 

artmıĢtır. Bu durum, enzimin bir desteğe immobilizasyonuyla üç boyutlu yapısında 

gerçekleĢen değiĢiklikler sonucu substratına artan ilgisinden kaynaklanabilir. 

Asparajinazın immobilizasyonu sonucu Km‟in azalması Ulu vd. (2016) tarafından 

yapılan çalıĢmada da görülmüĢtür. kcat, turnover sayısı olarak bilinir ve bu enzimin 

immobilizasyon sonucu gösterdiği davranıĢı yorumlamada önemlidir. Bu tezde 
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immobilize asparajinazın kcat değeri 497 dk-1 bulunurken, serbest asparajinaz kcat 

değeri 47356 dk-1 bulunmuĢtur.  

 

ġekil 4.8. Serbest asparajinaz için Lineweaver-Burk grafiği 

 

ġekil 4.9. Ġmmobilize asparajinaz için Lineweaver-Burk grafiği  
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Çizelge 4.3. Serbest ve Ġmmobilize asparajinazın kinetik parametreleri 

 Km(mM) Vmax(µmol/dk) kcat(dk
-1

) 

Serbest Enzim  9.23 0.206 47356 

Ġmmobilize Enzim 6.94 0.0237 497 

4.2.4. Serbest ve Ġmmobilize Asparajinazın Isıl Kararlılığının Ġncelenmesi 

Ġmmobilizasyonla genellikle yüksek sıcaklıklarda enzimin kararlılığı artar ve bu 

immobilize enzime endüstriyel uygulamalarda bir takım avantajlar ve ekonomi 

sağlar. Bu tezde immobilize asparajinazın aktivitesi 55°C‟de 600 dk boyunca 

incelenmiĢ ve serbest asparajinazın aktivitesi neredeyse tamamen kaybolurken 

immobilize asparajinazın %50 civarında aktivitesini koruduğu görülmüĢtür (ġekil 

4.10). 

 

ġekil 4.10. Serbest ve immobilize asparajinaz aktivitesinin 55°C‟de zamana bağlı değiĢimi 

Youssef vd. (2008), kalsiyum aljinat-jelatin kompozitlere immobilize ettikleri L-

asparajinaz enziminin 60°C‟de 30 dk boyunca termal stabilitesini incelemiĢler ve 

immobilize asparajinazın baĢlangıç aktivitesinin %66‟sını koruduğunu 

bulmuĢlardır. Bu tezdeki immobilize asparajinaz 55°C‟de 30. dakikada baĢlangıç 

aktivitesinin %66.9‟unu göstermiĢtir.  
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4.2.5. Serbest ve Ġmmobilize Asparajinaz Enziminin Depo Kararlılığının 

Ġncelenmesi 

Ġmmobilizasyon iĢlemlerindeki bir diğer önemli faktör immobilize enzimin depo 

kararlılığıdır. Bu çalıĢmada serbest ve immobilize asparajinazın depo kararlılığı 40 

gün boyunca izlenmiĢ ve bu süre sonunda serbest enzim yaklaĢık %1 aktivite 

gösterirken, immobilize enzimin %30 aktivite gösterdiği bulunmuĢtur (ġekil 4.11).  

 

 

ġekil 4.11. Serbest ve immobilize asparajinazın depo kararlılığının incelenmesi  

Ulu vd. (2016) yaptıkları bir çalıĢmada asparajinaz enzimini pHEMA-niĢasta 

kompozitlerine immobilize etmiĢler ve immobilize asparajinazın depo kararlılığını 

4°C‟de 15 gün boyunca izlemiĢlerdir. OnbeĢinci gün sonunda immobilize 

asparajinazın baĢlangıç aktivitesinin %60‟ını koruduğunu rapor etmiĢlerdir. Bu 

tezde yapılan immobilizasyon iĢleminde immobilize asparajinaz 10 günün 

sonunda baĢlangıç aktivitesinin %48.28‟ini göstermiĢtir. 

4.2.6. Ġmmobilize Asparajinazın ĠĢlemsel Kararlılığının Ġncelenmesi 

Ġmmobilize enzimlerin önemli bir avantajı defalarca kullanılabilmeleridir ve 

kullanımları sırasında aktivitenin korunması da Ģarttır. Bu çalıĢmada immobilize 
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asparajinaz sekiz kez ard arda kullanılmıĢ ve bu kullanımlar sonunda aktivitenin 

%60‟ından fazlası korunmuĢtur. Bu endüstriyel açıdan oldukça önemlidir.  

 

 

ġekil 4.12. Ġmmobilize asparajinazın iĢlemsel kararlılığının incelenmesi  

Zhang vd. (2004) ipek özü proteini olan serisin mikropartiküllerine asparajinaz 

enzimini immobilize etmiĢler ve immobilize enzimi beĢ kez ard arda kullanarak 

iĢlemsel kararlılığını incelemiĢlerdir. BeĢ kullanımdan sonra immobilize enzimin 

yaklaĢık %80 aktivite gösterdiğini rapor etmiĢlerdir. Yapılan bu tezde immobilize 

asparajinaz beĢ kullanımdan sonra baĢlangıç aktivitesinin %85.14‟ünü 

göstermiĢtir. 

4.2.7. Ġmmobilize Asparajinazın Yapay Ġnsan Serumunda L-Asparajin 

Hidrolizinde Kullanılabilirliğinin AraĢtırılması  

Bu tezde hazırlanan immobilize asparajinazın biyolojik ortamlarda özellikle serum 

gibi bir ortamda kullanılabilirliğini göstermek için 25 mM asparajin eklenmiĢ 

yapay insan serum örneğinde aktivite ölçülmüĢ ve serbest enzimin bu ortamda 

gösterdiği aktivite ile karĢılaĢtırılmıĢtır. Elde edilen sonuçlara göre immobilize 

asparajinazın serbest asparajinaza göre %74.74 aktivite gösterdiği görülmüĢtür ve 

bu değer oldukça iyi bir değerdir.  
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5. SONUÇ 

Bu çalıĢmada elde edilen sonuçlar aĢağıdaki gibi özetlenebilir: 

Nanopolimerik yapıya asparajinaz enziminin kovalent olarak bağlandığı FTIR ve 

SEM-EDX ölçümleri ile görülmüĢtür. 

Nanopolimerlerin yapısına magnetit bileĢiğinin katıldığı ESR spekturumları ile 

gösterilmiĢtir. 

Sentezlenen polimerin yüzey morfolojisi ve boyutu SEM ve AFM fotoğrafları ile 

görülmüĢtür. Elde edilen fotoğraflarda polimerlerin küresel, benzer boyutlu ve 

ortalama 117.5 nm boyutunda olduğu görülmüĢtür. 

Manyetik nanopartiküllere kovalent olarak bağlanan L-asparajinaz enziminin 

miktarı SEM-EDX analizi ile yapıdaki S atomu dikkate alınarak hesaplanmıĢ ve 

66.43 mg asparajinaz/g nanopartikül olarak bulunmuĢtur. 

Serbest ve immobilize asparajinaz aktivitesine pH‟ın etkisi pH 4.5 ve pH 9.5 

arasında farklı tampon çözeltiler kullanılarak incelenmiĢ ve serbest enzimin 

optimum pH‟ı pH 7.5; immobilize enzimin optimum pH‟ı pH 6.5 olarak 

gözlenmiĢtir. 

Serbest ve immobilize asparajinaz aktivitesine sıcaklığın etkisi 15-65°C arasındaki 

sıcaklıklarda incelenmiĢ ve serbest asparajinazın optimum sıcaklığı 45°C iken 

immobilize asparajinazın 55°C olarak bulunmuĢtur.  

Serbest ve immobilize asparajinaz için kcat değerleri sırasıyla 47356 dk-1 ve 497 

dk-1 olarak bulunmuĢtur. 

Serbest ve immobilize asparajinaz aktivitesi 55°C‟de 600 dk boyunca incelenmiĢ 

ve serbest asparajinazın aktivitesi neredeyse tamamen kaybolurken immobilize 

asparajinazın %50 civarında aktivitesini koruduğu görülmüĢtür.  

Serbest ve immobilize asparajinazın depo kararlılığı 40 gün boyunca izlenmiĢ ve 

serbest enzim yaklaĢık %1 aktivite gösterirken immobilize enzimin %30 aktivite 

gösterdiği bulunmuĢtur. 

Ġmmobilize asparajinaz sekiz kez ard arda kullanılmıĢ ve bu kullanımlar sonunda 

aktivitesinin %60‟ından fazlasını koruduğu görülmüĢtür.  

Ġmmobilize asparajinazın serum ortamında kullanılabilirliğini göstermek için 25 

mM asparajin eklenmiĢ yapay insan serum örneğinde aktivite ölçülmüĢtür. Serbest 
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ve immobilize asparajinazın etkinlikleri kıyaslandığında immobilize asparajinazın 

serbest asparajinaza göre % 74.74 aktivite gösterdiği görülmüĢtür. 

Bu tezde manyetik nanopartiküller sentezlenmiĢ ve bu manyetik nanopartiküllere 

L-asparajinaz enzimi kovalent olarak immobilize edilmiĢtir. Ġmmobilize enzimin 

optimum pH, optimum sıcaklık değerleri ve kinetik sabitleri belirlenerek, serbest 

enzim ile karĢılaĢtırılmıĢtır. Ġmmobilize enzimin ısıl ve depo kararlılığının serbest 

enzimden daha yüksek olduğu görülmüĢ ve immobilize enzim defalarca 

kullanılabilmiĢtir. Ayrıca immobilize asparajinaz yapay serum ortamında %74.74 

aktivite verim ile asparajini parçalayabilmiĢtir. Tezin giriĢ kısmında da 

bahsedildiği gibi L-asparajinazın antikanser ilacı olarak tıpta kullanımı söz 

konusudur. Bu tezde hazırlanan manyetik nanopartiküllere immobilize edilmiĢ 

asparajinazın özellikle lösemi kanserindeki etkinliğinin in vitro ve in vivo olarak 

belirlenmesi bu tezin eksik kısımlarını oluĢturmaktadır ve gelecekte yapılması 

planlanan çalıĢmalar arasındadır. L-Asparajinazın bir diğer uygulama alanı 

biyosensörlerdir ve hazırlanan asparajinaz immobilize edilmiĢ manyetik 

nanopartiküllerin, biyosensör alanındaki etkinliği de gelecek çalıĢmalarda ortaya 

konmalıdır. Ġlaveten gıda katkı maddesi olarak kullanım alanı bulan L-asparajinaz 

enziminin yerine immobilize asparajinazın kullanılması ve aktivitesinin 

değerlendirilmesi de yapılabilecek diğer çalıĢmalardan biridir.  
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