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Bu ¢alismada; yaban turbu horseradish peroksidaz (HRP) enziminin iyon
degisim kromatografisi ile saflastirilmasina yonelik 2-akrilamido-2-metil-1-
propan sulfonik asit (AMPS) bagli katyonik degistirici 6zellikte kriyojel kolon
gelistirilmis ve bu kolonun HRP saflastirilmasindaki etkinligi arastirilmistir. Daha
sonra, saflastirllan HRP kullanilarak kriyojel kolon gelistirilmis ve bu kolon
kullanilarak  enzimatik  polimerizasyon yontemi ile iletken poli(3,4-
etilendioksitifoyen (PEDOT) polimeri sentezlenmistir. Bu dogrultuda ilk
asamada; hidroksi etilmetakrilat (HEMA) monomeri, N,N’ metilenbisakrilamit
(MBA) varliginda polimerlestirilerek AMPS kriyojel kolon hazirlanmistir. Sisme
testii, BET, SEM ve FT-IR analizleri ile hazirlanan kriyojel kolonun
karakterizasyonu, Bradford yontemi ile saflagtirilan HRP’ nin protein igerigi ve
SDS Page analizi ile molekiil agirlig1 belirlenmistir.

Calismanin ikinci asamasinda; MBA, HEMA ve rutenyum tabanli amino
asit monomerleriyle fotosensitif ¢apraz baglama (ANADOLUCA) yontemi
kullanilarak HRP kriyojel kolon hazirlanmistir. Daha sonra, HRP kriyojel
kolondan poli(sodyum 4-sitirensulfonat) (Na/PSS) ve 3,4-etilendioksitiyofen
(EDOT) monomeri ile peristaltik pompa kullanilarak PEDOT/PSS polimeri
sentezlenmistir. Sentezlenen polimerin Jel Gegirgenlik Kromatografisi (GPC) ile
molekiil agirligr belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Horseradish Peroksidaz, iyon Degisim Kromatografisi,

Enzim Saflastirma, PEDOT, GPC
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In this study; 2-acrylamido-2-methyl-1-propane sulfonic acid (AMPS)
based cationic exchanger cryogel column has been developed for the purification
of horseradish peroxidase (HRP) by ion exchange chromatography, the efficiency
of this column for HRP purification has been investigated. Then, purified HRP
cryogel column has been developed and poly(3,4-ethylenedioxythiophene)
(PEDOT) conductive polymer has been synthesized by enzymatic polimerization
method by using this column. In this direction in the first stage; AMPS cryogel
column has been prepared by the polymerization of hydroxyethyl methacrylate
(HEMA) monomer in the presence of N,N' Methylenebisacrylamide (MBA).
Characterization of the prepared cryogel column has been carried out by swelling
tests, BET, SEM and FT-IR analysis, Bradford method for protein content of the
purified HRP and SDS-Page analysis for determination of molecular weight.

In the second step of the study, HRP cryogel column has been prepared by
MBA, HEMA and ruthenium based amino acid monomers using photosensitive
cross-linking technique (ANADOLUCA). Then, PEDOT/PSS polymer has been
synthesized from HRP cryogel column by poly(sodium 4-styrenesulfonate) and
3,4-ethylenedioxythiophene monomer by using peristaltic pump. Molecular
weight of synthesized polymer has been determined by Gel Permation
Chromatography (GPC).

Keywords: Horseradish Peroxidase, lon Exchange Chromatography,
Enzyme Purification, PEDOT, GPC
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1. GIRIS

Biyokimya; canli  organizmalarin  kimyasal  yapisini, islevini,
metabolizmasini ve hayatin devami boyunca canlinin i¢inde meydana gelen
kimyasal olaylar1 ele alan ve inceleyen bir bilim dalidir. Biyokimya; molekiler
diizeyde gerceklesen olaylar1 ve hiicrelerimizde nelerin oldugunu aydinlatmada;
protein, yag, karbonhidrat, niikleik asit ve diger biyomolekiiller gibi bilesenleri
incelemede buyuk rol oynar. Ayrica, hiicrelerin birbirleriyle biiylime sirasinda
veya hastaliklarla savagmada nasil etkilesim i¢inde olduguna bakar. Biyokimya
son 40 yilda botanikten tibba kadar bir¢ok hayat biliminde ¢ok basaril1 bir siirece
girmistir [1].

Biyokimyanin baslangici bugiinkii adiyla amilaz olarak bilinen ilk enzim
diastaz’ in 1833 yilinda Anselme Payen tarafindan kesfiyle baslamistir [2]. Daha
sonra 1896 yilinda Eduard Buncher, mayanin hiicre ekstraktlarinda alkol
fermantasyonu gerceklestirerek ilk defa hiicre disinda karmasik bir biyokimyasal
olayimn gerceklesmesine katkida bulunmustur [3]. Biyokimya terimi ilk olarak
1903 yilinda Alman kimyager Carl Neuberg tarafindan ortaya atilmistir [4].
Biyokimya uygulama alanlari arasinda ayrica molekiiler biyoloji ve genetik,
organik kimya, anorganik kimya ve mikrobiyoloji gibi bir¢ok bilim dali da vardir.
Andrew Z. Fire ve Craig C. Mello 2006 yilinda [5], ribonikleik asit interferaz
(RNAIi)’ 1n gen ifadesinin susturulmasindaki roliinii kesfetmeleriyle Nobel 6dilu
almiglardir.

Enzimler, biyokimya ve tipta; bununla birlikte kozmetik, tekstil, gida,
kagit ve deterjan endustrisinde ¢ok sik kullanilan biyolojik katalizorlerdir.
Enzimlerin saflagtirilmalarinin pratik ve ekonomik olmasi; daha kisa siirede daha
cok verim saglamak icin ¢ok Onemlidir. Enzim saflastirmak i¢in kullanilan
kaynaklardan bitkisel kaynaklar; hem daha az maliyetli olusu, hem kolay
bulunabilirligi hem de herhangi bir ¢evre kirliligi yaratmamasi nedeniyle sikca
tercih edilmektedir.

Bu c¢aligmanin ilk asamasinda; horseradish peroksidaz (HRP) enzimi
saflastirilmast i¢in yaban turbu kullanilmig ve izolasyonu bu bitkinin kdklerinden
saglanmistir. Buna bagl olarak izole edilen enzimin saflastirilmasi i¢in giiclii bir

katyon degistirici olan 2-akrilamido 1-metil 1-propan silfonik asit (AMPS)



tabanli kriyojel kolon kullanilarak iyon degisim kromatografisi ile saflagtirilmasi
gerceklestirilmistir.

Enzimlerin diger bir kullanimi ise fenolik bilesiklerle gerceklestirdigi
enzimatik polimerizasyondur. Bu yontemle sentezlenen drinler elde edilirken,
toksik kimyasallar kullanilmadigi i¢in, enzimatik polimerizasyon yontemi ‘‘gevre
dostu’’ olarak bilinmektedir. Ayrica, enzim katalizli reaksiyonlarin tersinir olmasi
olusan polimerin dogada bu enzimlere sahip mikroorganizmalar tarafindan
pargalanabilir olmasini da miimkiin kilmaktadir. Boylelikle hem ¢6zinebilir hem
islenebilir polimer elde edilmis olur, hem de yiliksek kazangli polimerlesme
gerceklesir.

Bu kapsamda ¢alismanin ikinci asamasinda; saflagtirilan HRP enzimi ile
rutenyum tabanli amino asit monomerleriyle fotosensitif capraz baglama
(ANADOLUCA) [61] yontemi kullanilarak katalitik kriyojel kolon hazirlanmis,
elektriksel iletkenligi oldukca yiiksek, diisiik yiikseltgenme potansiyeline sahip,
kimyasal ve termal kararliligi yiiksek, poli(3,4-etilendioksitifoyen) (PEDOT)
polimeri sentezlenmistir. PEDOT, olduk¢a iyi bir iletken polimer olup,
biyosensorler, biyomedikal, organik piller ve optik ekranlar gibi bir¢cok alanda

kullanilmaktadir.



2. TEORIK BIiLGi
2.1. Enzimler

2.1.1. Enzimlerin Yapisi1 ve Genel Ozellikleri

Enzimler; parcalanmadan veya degisiklige ugramadan, canli hiicreler
tarafindan olusturulan, kimyasal reaksiyonlar1 yapisindaki organik kimyasal
maddeler tarafindan katalizleyen molekiillerdir. Biyolojik sistemlerin  bu
reaksiyon katalizorleri, biyokimyasal olaylarin viicutta yasam ile uyumlu bir
sekilde gerceklesmesini saglayan kimyasal ajanlardir. Enzimler ayrica,
molekiillerin yikilmasini, kimyasal enerjinin viicutta depolanmasin1 ve seklinin
degistirilmesini katalizleyip, basit molekullerden biyolojik makromolekillerin
yapildigi metabolik yollarda yiizlerce reaksiyon basamagini katalizleme goérevini
yerine getirirler. Enzimler, hiicrelerde ¢ok dnemli metabolik gorevlere sahiptir; bu
nedenle gunluk ve ekonomik hayatta oldukca 6nemli bir yere sahiptirler [6].

Enzimler, baz1 katalitik RNA molekiilleri disinda protein yapidadirlar. Bu
nedenle proteinlere ait tiim yapisal Ozellikleri gosterirler. Enzimlerin molekul
agirhigi, diger proteinler gibi 12.000° den 1.000.000° a kadar degisebilmektedir.
Enzimlerin katalitik aktiviteleri, kendi dogal proteinlerinin {i¢ boyutlu yapisal
biitiinligiine baglidir. Enzim proteinleri primer, sekonder, tersiyer ve kuarterner
yapida olup, katalitik aktiviteleri igin temeldir. Enzimlerin protein yapilarina
‘‘apoenzim’’ denir. Bazi enzimler aktiviteleri i¢in bagka higbir kimyasal gruba
ihtiya¢c duymazken bazi enzimler ise ‘‘koenzim’’ diye adlandirilan bir ek kimyasal
gruba ihtiya¢ duyarlar. Bu molekiiller tek basina etkili olmayip ancak apoenzim
varliginda etkinlik gosterebilirler. Bazi enzimler ise ‘‘kofaktor’” adi verilen metal
iyonlarina ihtiya¢ duyarlar [7]. Koenzim ve apoenzimin olusturdugu yapinin

tamamina ise ‘‘haloenzim’’ ad1 verilir (Sekil 2.1).

Enzimlerin etki ettigi maddeye °’ substrat’’ ad1 verilir. Her enzimin yuzeyinde
substrat molekiiliiniin baglandig1 aktif bir bolge vardir. Enzim ile substratin
baglanmasi sonucunda enzimin katalitik etkisi substrati iirline doniistiiriir.
Enzimin aminoasit yapisindan dolay: iizerindeki aktif bdlge, substratla bir uyum

saglar. Bu ylizden her enzimin kendine 6zgii bir substrat1 vardir.
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Koenzim
+ M —_—
Apoenzim (protein kisim), Kofaktor (protein Holoenzim (Tiim enzim),
Inaktif olmayan kisim), Aktif
Katalizér

Sekil 2.1. Apoenzim, Koenzim ve Holoenzim Yapisi [8]

2.1.2. Enzimlerin Adlandirilmasi ve Simiflandirilmasi

Enzim adlandirilmasi, substratlarinin sonuna veya aktivitelerini tanimlayan
bir kelime veya sozciik grubuna “az” eklenmesiyle gergeklestirilir. Amilaz,
arjinaz, iireaz, proteaz ve lipaz isimleri substrati tanimlarken; DNA polimeraz,
laktat dehidrojenaz ve adenilat siklaz, tepkimeyi tanimlayan adlandirmalardir.
Urenin hidrolizini treaz katalize ederken; DNA polimeraz ise DNA’nin sentezini
katalize eden enzimlere birer ornektir [9].

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan
One siiriilen enzimler adlandirmadalarda, alt1 gruba ayrilmaktadirlar. Her grubun
da kendine ait, katalizlenen reaksiyon tipine dayali alt siniflar1 bulunmaktadir. Bu
adlandirma, her enzime enzim komisyonu (EC) tarafindan dort rakamli kod
numarasi ve katalizledigi reaksiyonu tanitan sistematik ad verilmektedir. Birinci
numara enzimin 6 temel simniftan hangisine ait oldugunu gostermekte, ikinci
numara alt smifini, Gglincli numara grubunu ifade etmekte ve dordincii numara da
enzimin kendi grubundaki sira numarasini1 vermektedir [10].

Siniflandirma numarast EC 1.1.1.1 olan Alkol dehidrojenaz enzimini ele
alicak olursak; ilk 1 sayisinin, enzimin oksidorediiktaz smifina dahil oldugu
soylenebilir. ikinci 1 sayis1 verici maddenin CH-OH grubu iizerine etki yaptigini;
ti¢lincii 1 sayisi, alict olarak NAD ve NADP’ den yararlanildigini gostermektedir.
Dordiincii 1 sayisi ise enzimin sistematik adi olan Alkol-NAD oksidorediiktazi

aciklamaktadir [11].



Enzimler katalizledikleri reaksiyonlara gore baslica altt biiylik sinifta

toplanirlar. Bunlar;

1. Oksidorediuktazlar: Biyolojik oksidasyonla ilgili enzimlerdir. Rediktaz ve
oksidazlar olarak ikiye ayrilirlar. Rediiktazlar; uygun bir H alicisinin
varliginda substrattan H’ 1 alirlar, oksidazlar; H alicis1 olarak oksijene
sahiptirler. Kisaca indirgenme-yiikseltgenme reaksiyonlarini katalizleyen
enzimlerdir (dehidrojenazlar, peroksidazlar, rediktazlar).

2. Transferazlar: Belirli gruplarin bir bilesikten digerine transfer reaksiyonunu
katalizleyen enzimlerdir. Bir C’ lu gruplari, aldehit veya keton gruplarini, agil
veya seker gruplarini transfer ederler (transamilazlar, transmetilazlar).

3. Hidrolazlar: Substrata su ekleyerek hidrolize neden olan enzimlerdir. Bunlar:
basit esterazlar, lipazlar, fosfatazlar, kolinesterazlar, peptid hidrolazlar,
niikleazlar, karbonhidratlar1 etkileyen enzimler (amilaz, seliilaz, iniilaz,
glikozidaz) ve karbon azot bagimi koparan, amino igeren gruplari ayiran
enzimlerdir (Ureaz, asparajinaz, glutaminaz, niklein deaminaz, arjinaz).

4. Liyazlar: Bu enzimler, C-C, C-O ve C-N arasindaki baglar1 hidrolizden ve
oksidasyondan farkli bir yolla kirarlar veya bu atomlar arasina bir ¢ift bag
ilave ederler. Bunlar: dekarboksilazlar, karbonik anhidraz, aspartat amonyak
liyaz, sistein desiilthidrazdir.

5. Izomerazlar: Bir molekiil icindeki geometrik ve yapisal degisiklikleri yani
izomerizasyon reaksiyonlarmi katalize ederler. Bunlar: rasemazlar ve
epimerazlar, cis-trans izomerazlar, intramolekiler oksidorediktazlar, intra
molakiiler transferazlardir.

6. Ligazlar: C-O, C-S, C-N ve C-C arasinda bir bag olusmasini saglayan
enzimlerdir. Bu enzimler, genellikle ATP' deki ya da diger trifosfatlardaki
pirofosfati hidrolize ederek iki molekiiliin birbirine baglanmasin1 katalize

ederler [12].



2.1.3. Enzim Aktivitesi

Enzim aktivitesi; enzim miktarinin etkisiyle degisime ugrayan, belirli bir
zamanda baslayan, substrat miktarmin kantitatif olarak Olculebilmesi seklinde
aciklanan degerdir. Yiiksek miktarda substratin iiriine doniismesi i¢in etkinligi
veya aktivitesi fazla olan bir enzim gerekmektedir.

Optimal pH, sicaklik ve doyurucu substrat derisiminde, bir tek enzim
molekili tarafindan 1 saniyede iirline doniistiiriilen substrat molekiilii sayisina,
enzime ait doniisiim (turnover) sayisi denir. En ¢ok kullanilan enzim aktivite
birimi TU” dir. 1 IU enzim aktivitesi, optimum kosullarda, 1 dakikada 1 pumol
substrati tiriine doniistiiren enzim etkinligidir. Enzim aktivitesi taniminda bazen
‘““katal’’ denilen baska bir ifade de kullanilmaktadir. 1 katal enzim aktivitesinin
tanimi1 igin; uygun kosullar altinda, 1 saniyede 1 mol substrati degistiren enzim
etkinligi kullanilmaktadir. Enzim aktivitesi ayn1 zamanda spesifik aktivite olarak
da ifade edilir. Bir enzim icin spesifik aktivite tanim1 ise, 1 mg enzim proteini
basimna diisen enzim finitesi (IU veya katal) sayisi seklinde ifade edilmistir.

Spesifik aktivite; enzim saflig1 arttik¢a artmaktadir.

2.1.4. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzimatik bir reaksiyonun hizim1 etkileyen bir¢cok faktdrden bazilar

sunlardir: enzim derisimi, substrat derisimi, pH, 1s1 veya sicaklik ve inhibitorler.

2.1.4.1. Enzim Derisimi

Bir enzim reaksiyonunun hizi enzim derisimi ile dogru orantilidir. Enzim
miktar1 arttikca reaksiyon hizi da artar. Reaksiyonun devaminda hiz, inhibe edici
etkenler ve substratin gitgide azalarak tlkenmesi nedeniyle azalmaktadir (Sekil
2.2).
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Sekil 2.2. Enzim derisiminin reaksiyon hizina etkisi

2.1.4.2. Substrat Derisimi

Sabit enzim derisiminde, enzim reaksiyonunun hizi belirli bir noktaya
kadar substrat derisimi ile artar. Daha sonra substrat derisiminin artmasi ile

reaksiyon hizi degismez ve belli bir diizeyde sabit kalir (Sekil 2.3).

Reaksiyon Hizi
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1

Substrat Derigimi

Sekil 2.3. Substrat derisiminin reaksiyon hizina etkisi



2.1.4.3. pH

Enzimlerin  aktivite degisimleri, H" iyonu derisimi veya pH
degismelerinden ileri gelir. pH degisimi bir enzimin aktif merkezindeki iyon alis-
verisini  biiylik  Ol¢iide bozmaktadir. Ayrica substrat molekulinin de
¢ozinlrliginii  degistirerek  enzim-substrat  etkilesimini  degistirmektedir.
Enzimlerin amino asit zincirindeki iyonik karakterler degistigi icin enzim
denature olur ve Kkatalitik aktivitelerini kaybederler.

Her enzim en yiiksek aktivite gosterdigi bir pH degerine sahiptir. Optimal

pH denilen bu pH degeri her enzim i¢in farklidir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. pH’ 1n reaksiyon hizina etkisi

2.1.4.4. Sicakhik

Sicaklik degismeleri, enzimlerin reaksiyon hizlarini etkileyen diger bir
etmendir. Sicakligin artmasiyla belli bir degere kadar enzimatik reaksiyonun hizi
da artmaya devam eder. Cok yiiksek sicakliklarda enzim artik aktivitesini
kaybeder ve denatiire olur. Bu da reaksiyon hizinin azalmasina neden olur.
Enzimatik reaksiyonun hizinin en yiiksek oldugu sicaklik derecesine optimal
sicaklik denir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Sicakligin reaksiyon hizina etkisi

2.1.4.5. inhibitorler

Enzimatik tepkimenin hizin1 azaltan ya da tamamen durduran maddeler
““inhibitér’> olarak adlandirilir. Enzimlerin Katalitik etkilerine engel olan
inhibitorlerin basinda bazi ilaglar veya toksik maddeler gelmektedir. Bu maddeler
enzimlerin etkilerini 6nleyerek ‘enzim inhibitorleri’” adin1 alirlar.

Enzimler, etki mekanizmalarina gore genelde U¢ farkli sekilde inhibasyona
ugrarlar (Sekil 2.6). Bunlar: yarigmali, yarigmasiz ve geri donilisiimsiiz
inhibitorlerdir. Geri doniislimsiiz inhibitorler enzime kovalent bag ile baglanarak
enzim aktivitesini tamamen durduran inhibitorlerdir. Yarigmali inhibitorler
kovalent bag yapmadiklar1 i¢in enzime geri doniisiimlii olarak baglanirlar. Bu
inhibitorler substratlara benzedikleri i¢in, enzime baglanmak icin substratla
yarisirlar. Inhibitdrlerin enzimlere baglanma olasiligi ortamda bulunan substrat
derisimiyle degismektedir. Substrat derisimi fazla ise baglanma sansi1 daha az

olup, substrat derigimi az ise baglanma sans1 daha fazladr.
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Sekil 2.6. inhibisyon gesitleri [13]

Yarigsmasiz inhibitorler de kovalent bag yapmadan enzime geri doniisiimlii
olarak baglanirlar. Yarigmali inhibitérlerden farki; fazla substrat ilavesi
yarismasiz inhibitorlerin enzimden ayrilmasini saglamaz c¢ilinkii substratlara
benzemezler ve aktif bdlgeden baska bir yere baglanarak enzim aktivitesini

diistirtirler.

2.1.4.6. Enzim Kinetigi

Enzimle katalize edilen bir reaksiyon tersinir olarak daha hizli
gerceklesmektedir. Enzimatik reaksiyonlar sirasinda diger katalitik kimyasal
reaksiyonlardan farkli olarak, enzimin doymus hale geldigi bir basamagin
bulundugu, bu basamaga varildiktan sonra substrat ilavesinin reaksiyon hizinda
herhangi bir degisiklige sebep olmayacagi gorilmektedir. J. Brown ve V. Henri
[15], enzimatik reaksiyonlar1 incelerken enzim ve substratin bir araya gelip
kompleks bir yap1 olasucagini, daha sonra da ayrilabileceklerini 6ne stirmiiglerdir.
L. Michaelis ve M.L. Menten [15] de bu ifadeden yola c¢ikarak bir teori
gelistirmiglerdir. Bu teori, enzim kinetigi ve inhibisyonunda kantitatif analizlerin
yapilabilmesi i¢in oldukga elverislidir. George Edwards Briggs ve J. B. Sanderson
Halden [15] 1925 yilinda bu teoriyi daha da genisletmislerdir. Michaelis Menten
teorisinin en 6nemli yonu, enzimatik bir reaksiyon sirasinda, substratin degisiklige
ugramasindan dnce enzim ve substratin birlesmesinden olusan bir ara maddenin

meydana geldiginin kabul olunmasidir. Bu teoriye gore enzim, substrati iiriine
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doniistlrirken once bir enzim-substrat kompleksi olusturmaktadir. Daha sonra, bu
kompleks driin tekrar enzime donismektedir. Enzim kinetigi mekanizmasi
asagidaki Denklem 2.1 deki gibi gosterilir:

k1 K,
[ES] [E] +[P] 21)

[E] +[S]

K1

Burada enzim-substrat kompleksi [ES]; enzim [E] ve substrat [S]’ den ki
hiz sabiti ile olusmaktadir. Bu reaksiyonun hizli ve tersinir oldugu, kimyasal bir
degisim olmadan enzim ile substratin bir arada fiziksel kuvvetler yardimiyla
bulunduklar1 kabul edilmektedir. Daha sonra [ES] kompleksi, k.1 hiz sabitli geri
reaksiyonla ve k2 hiz sabiti ile {iriin ve enzime ayrismaktadir. Reaksiyon kararl
duruma ulaginca “Kararli Durum flkesine gére [ES]’ nin olusma hizi ayrisma
hizina esit olur, yani derisimi zamanla degismez.

Michaelis Menten denkleminden yararlanilarak tek substratli enzimlerin
reaksiyon hizlar1 ile substrat derisimleri arasindaki iliskilerin kantitatif
niteliklerinin agiklanmas1 mimkunddr. Bunu yapabilmek icin ilgili enzimin Vmak
ve Km degerlerinin bilinmesi gerekir [14]. Vmak, ilgili enzimin, belirli substratla,
belirli sartlar ve zaman igerisinde reaksiyona girdiginde ulasabilecegi en yiiksek
katalitik etki duzeyini gostermektedir. Km ise boyle bir reaksiyonda enzimatik
aktivitenin en yiiksek katalitik aktivitenin yar1 hizina ulagtigi siradaki substrat
derisimini belirlemektedir. Diger bir deyisle Km Michaelis-Menten sabiti
anlamina gelmektedir veya bunu Vmak/2’ deki substrat derisimi diye agiklamak
da mimkindir. Km tek substratli enzimler igin, enzim derisimine bagimli
olmaksizin molL™ olarak ifade edilir ve bir ¢cok enzim igin bu deger 102 — 10
molL? arasinda degisir.

Michaelis Menten enzimatik reaksiyon i¢in asagidaki esitlik (Denklem

2.2) turetilmistir [15].

__ Vmak [S]
S+ Km

v 2.2)

Michaelis-Menten denklemi, enzimatik bir reaksiyon i¢in baslangi¢ hizini
(Vo) substrat derisiminin [S] bir fonksiyonu kabul ederek cizilen hiperbolik

egrinin matematiksel ifadesidir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Michaelis-Menten grafigi

Michaelis-Menten denklemi bir hiperbolik egrinin denklemidir. Bu egriye
0zgii noktalarn belirlenmesi oldukca zordur. Bu noktalarin belirlenmesi igin ve
enzime ait Vmak ve Km degerlerinin sayisal olarak elde edilmesini kolaylastirmak
icin dogrusal olan baska grafikler onerilmistir. Bunlardan Lineweaver-Burk
grafigi en ¢ok kullanilan grafik olup, elde edilmesi Michaelis-Menten

denkleminin tersine ¢evrilip ¢arpanlarina ayrilmasi seklindedir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Lineweaver-Burk grafigi
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2.1.5. Peroksidazlar

Peroksidazlar (EC 1.11.1.7), H20. veya organik peroksidaz gibi turevlerini
kullanarak organik veya inorganik maddelerin oksidasyonunu katalizleyen, Fe(l1l)
porfirin sinifinda (Sekil 2.9) yer alan ya da almayan oksidorediiktazlardir (Sekil
2.10) [16,17]. Peroksidazlarin yapisinda N-baglh oligosakkarid bulunmaktadir ve
bu ytizden glikoproteinler olarak bilinmektedirler [18,19].

HOOC COOH

Sekil 2.9. Basit haliyle porfirin yapist Sekil 2.10. Hem grubu bagl porfirin yapisi

Peroksidazlar bir¢ok bitki hiicresinde, bazi hayvanlarin organ ve dokularinda,
bakterilerde ve mantarlar gibi biyolojik organizmalarda yaygin olarak bulunur ve
kolayca elde edilebilirler [20,21]. Peroksidaz ismi ilk olarak irinden izole eden
Linossier [17] tarafindan 1898 yilinda ortaya atilmistir.

Peroksidaz enzimleri, biyoteknoloji, biyokimya, biyokataliz, tami Kkitleri,
biyosensorler, rekombinant protein ekspresyonu, biyoinformatik, protein
miithendisligi, transgenetik ve terapotik gibi pek ¢ok bilim alanlarinda kullanilirlar
[22-28]. Cesitli fenollerin, aromatik gruplarin, bifenil ve fenollerin atik sulardaki
toksik etkilerini gidermek icin kullanildigi saptanmistir [29]. Ayrica, fenolik
recinelerin sentezinde katalizor olarak, tibbi tani kitlerinin hazirlanmasinda
malzeme olarak ve gida islem siireglerinde olusan reaktif oksijen tlrleri igin
indikator olarak kullanilirlar [30,31].

Peroksidazlar bitki, katalaz ve hayvan peroksidazlar olarak ti¢ biiyiik sinifa
ayrilmaktadir. Bitki peroksidaz ailesi, hem prokaryot hem 6karyot kokenli olup,

amino asit dizilimlerine dayali olarak ti¢ sinifa ayrilirlar [32].
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1. Grup Peroksidazlar: Bu grup peroksidaz ailesi, plastid ve mitokondri isimli
prokaryotik kokenli organellerde olup, sitokrom c peroksidaz (CcP) [33,34],
Kloroplast ve sitosolik askorbat peroksidaz (AsP) [35] ve gen kopyalanmis
bakteriyal katalaz peroksidazlardir [36].

2. Grup Peroksidazlar: Bu grup peroksidazlar, iki kalsiyum iyonu ve dort tane
disiilfit bagiyla ¢evrilmis % 5 karbonhidrat bulundururlar. Mantar kokenli olup
lignin peroksidaz (LiP) [37] ve mangan peroksidaz (MnP) [38] icerirler.

3. Grup Peroksidazlar: Bu grup peroksidazlara 6rnek olarak horseradish
peroksidaz (HRP), yer fistig1 peroksidaz (TuP) [39], soya fasulyesi peroksidaz
(SoP) [40] ve tiitiin peroksidaz (TobP) [41] verilebilir. Iki kalsiyum iyonu, dort
disiilfit bagi, hem kismina erisimde dnemli bir rol oynayan ekstra sarmal bdlge ve

% 0 ila 25 arasinda degisen karbonhidrat icerigine sahiptirler.

2.1.5.1. Horseradish Peroksidaz

Horseradish peroksidaz enzimi (EC 1.11.1.7), yapisinda 308 amino asid
iceren tek bir polipeptid zincirinden olusur [42]. Bu enzimin yaklagik olarak 40
tane farkli izoenzimi vardir. Bu izoenzimlerden en 6nemli iicii asidik, noétral ya da
kismen bazik ve olan oldukg¢a bazik olan izoenzim A (HRP-A), C (HRP-C) ve
HRP enzimleridir. Bu izoenzimlerden en ¢ok kullanilani, kararli bir yapida olmasi
ve yaban turbunun koklerinden (Sekil 2.11) kolayca izole edilebilmesi nedeniyle

birgok uygulamada kullanilan HRP-C’ dir.

Sekil 2.11. Peroksidaz saflastirilmasinda kullanilan yaban turbu (Amoracia rusticana)

14



HRP-C, % 18-22 arasinda degisen karbonhidrat igerigine sahip bir
glikoproteindir ve iki farkli tipte metal merkezi i¢ermektedir. Bunlar; Fe(lll)
protoporfirin IX (hem grubu olarak da adlandirilir) ve iki Ca(Il) iyonlaridir. Her
ikisi de enzimin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiinii korur ve holoenzim yapisini

saglar (Sekil 2.12).

OH HO
Sekil 2.12. HRP-C’ nin hem kismi ve hem demir atomuyla His 170 arasindaki koordine baglar
[27].
Hem grubu His 170 (proksimal kisim) amino asid kalintisina baglidir
(Sekil 2.13). Kalsiyum iyonlar1 ise hem grubuna distal ve proksimal olarak
hidrojen baglari ile baglidir. Distal bélge hem grubundan uzakta bulunan bolgeyi,
proksimal bolge ise hem grubuna yakin olan bolgeyi belirtmektedir. Kalsiyum

iyonlart HRP mekanizmasina etki etmese de bu iyonlarin kaybi enzimin

aktivitesini ve termal dengesini diisiirmektedir [43].

Sekil 2.13. X-151m1 kristalografisi ile HRP’ nin {i¢ boyutlu molekiil yapisi. Mor renkli kisim a-helix
yapisini, sar1 renkli kisim B-tabaka bolgeyi, kirmiziyla gosterilen yer hem grubunu,

iki tane mavi kisim ise iki kalsiyum iyonunu ifade eder [27].
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HRP’ nin ekseni boyunca proksimal bolgesinde His 170, Leu 237 ve Tyr
185, distal bolgesinde ise Arg 38, His 42 ve Phe 41 amino asid kalintilar1 vardir
(Sekil 2.14). Ayrica, HRP’ nin her bir molekiiliiniin 11-91, 44-49, 97-301, 177-
209 sistein kalintilar1 arasinda 4 tane disiilfit bag1 bulunmaktadir [44]. Polipeptid
zincirinin molekil agirligi 33,890 Da, hem grubunun agirlig1 572 Da ve kalsiyum
iyonlarmin agirligit 80 Da’ dur. Yapmin % 20 civarinin karbonhidratlardan

olustugunu diisiiniirsek enzimin toplam molekiil agirlig1 42 kDa’ dur [25].

Sekil 2.14. Hem bolgesini ¢evreleyen anahtar amino asid kalintilart. Sart renkli kistm hem grubu

ve hem demir atomunu, diger beyaz kisimlar amino asid kalintilarini ifade eder [25].

HRP enziminin aktivitesini hem grubunda bulunan demir atomunun
oksidasyon ve katalitik rediiksiyon mekanizmalar1 vermektedir. HRP’ nin ¢aligsma
mekanizmasinda ¢ farkli bilesik olusmaktadir [45]. Bilesik I ve bilesik-II
sirastyla HRP-I ve HRP-II” yi, AH ise indirgenen substrat1 gostermektedir (Sekil
2.15). Peroksidaz reaksiyon dongusindn birinci basamagini, saf peroksidazin
(HRP) ferrihem prostatik grubunun H20: ile gerceklesen 2 elektron oksidasyonu
olusturmaktadir. Bu basamak oksiferil demir (Fe**=0) ve bir porfirin katyon
radikali iceren HRP-I bilesigi (demirin formal oksidasyon bélgesi: V) formasyonu
ile sonuglanmaktadir.

Reaksiyonun ikinci basamaginda; HRP-1I  bilesiginin  sekillenmesi
gerceklesmektedir. Bu olay, HRP-I bilesiginin elektron dontri AH ile bir elektron
rediiksiyonu sonucunda olusmaktadir (oksidasyon bélgesi 1V). Reaksiyonun son
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basamaginda bir onceki basamakta eklenen elektron AH’ dan ayrilir ve enzim

tekrardan reaksiyonun baslangi¢ bolgesine doner.

H,O, H,O AH A AH A + H,O

HRP = HRP-I = HRP-11 = HRP

Sekil 2.15. HRP enziminin ¢alisma mekanizmasi

HRP, H20;’ yi indirgeyerek organik ve inorganik substratlari oksitler [46].
Bu substratlar genellikle aminler, indoller, silfonatlar, fenoller ve fenolik
asitlerdir. HRP, H;O: ile birleserek HRP-H20. kompleksini olusturmaktadir

(Denklem 2.3).
HRP + H,0; «—» (HRP-H:0;) + substrat <«— Urin +HRP + 2H,0 (2.3)

HRP’ nin katalitik dongiisiinii inceledigimizde ilk adimda HRP’ nin H20>
ile yikseltgenmesi sonucu, enzimin aktif formu olan bilesik | ara Grlni
olusmaktadir (Sekil 2.16). Bilesik I, kromojenik substratin (o-dianisidin)
yukseltgenmesi sonucu bilesik I formuna doénusmektedir. Katalitik olarak
enzimin ikinci aktif formu olan bilesik 11 ise, o-dianisidinin tekrar yikseltgenmesi
sonunda enzimin dogal formunu olusturmaktadir. Bilesik I, enzimin inaktif
formudur. Bu ise yavas bir sekilde enzimi dogal formuna ya da bir elektron

oksidasyonu ile bilesik I’ e doniisebilir [47,48].

OCH;

\\% o

H202 — . S—
durgun faz

o
+H,0

Sekil 2.16. HRP’ nin katalitik dongiisii. indirgenen substrat ferulattir. ki, k> Ve ks hiz sabitleri
sirastyla 1. Bilesik, 2. Bilesik ve 3. Bilesigin hiz sabitleridir [27].
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2.2. Enzim On Deristirme ve Saflastirma Yéntemleri

Enzim 6n deristirme teknikleri yapilmadan once saflastirilacak enzimin kaynagi
iyl se¢ilmelidir. Secilen kaynakta hedeflenen enzim hem kararli hem de bol
bulunmalidir. Ayrica, kaynagin kolay erisilebilir, bol ve ucuz olmasi da 6nemlidir.
Enzimler bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kaynaklardan iiretilmektedir. Ayrica
enzim hayvan dokularindan, uygun kiif, maya ve bakteri tiirlerinden de
uretilmektedir. Hayvansal kaynaklar secilirken dikkat edilmesi gereken unsurlar;
enzim miktaria uygun biylikliikte hayvan ve yabani yerine evcil hayvanlarin
secilmesidir. Mikrobiyal yolla enzim iretilmesi ise ¢ok iyi kiiltlir teknigi
gerekmektedir, c¢ilinkii iretim bir¢ok faktorden etkilenebilir. Besi ortaminin
bilesimi, pH ve kontaminasyon mikrobiyal enzim iiretiminde sikinti
yaratabilmektedir. Bitkisel kaynaklardan elde edilen biyoteknolojik enzimler,
yenilebilir bitkilerden elde edilebilmektedir ve toksik 0Ozelligi olmayan bu
bitkilerin kaynaklarinin giivenilirligi dogrulanmistir [49]. Ayrica, bitkisel kaynakli
enzimler ucuz ve kolay bulunabilmesi, enzim ekstraksiyonunun kolay olmasi,
saflastirma icin kullanilabilmesi ve ¢evreyi kirletip herhangi bir hastaliga sebep
olmamasi nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektedir.

Enzim On deristirme yontemlerinden biri olan ¢Oktiirme, ilgili enzimin diger
enzimlerden ayrilmasinda sik¢a kullanilmaktadir. Enzimlerin yiizeyindeki
hidrofolik ve hidrofobik gruplarin dagilimi enzimlerin c¢esitli ¢oztcllerdeki
¢oziinlirliigiine etki etmektedir. Enzimler bu 6zelliklerinden yararlanilarak amaca
uygun farkl sekillerde c¢oktlirme islemleri yapilabilmektedir. Bunlar; pH, 1s1,
organik coziicliler, organik polimerler ve yiiksek tuz derisiklerinde ¢oktiirme
islemleridir. Bu ¢oktiirme islemlerinden en c¢ok tercih edileni yiiksek tuz
derigikleri ile ¢oOktiirmedir. Coktiirme islemi ile ¢ok seyreltik olan enzim
cozeltileri de deristirilebilir. Bu islemde bir¢ok avantaji nedeniyle en fazla
kullanilan tuz amonyum siilfattir ((NH4)2SOs4). Amonyum sulfat enzimleri
denatiurrasyon ve bakteriyel kontaminasyona kars1 kararliligin1 korumaktadir.

Enzim cozeltilerindeki tuzlarin uzaklagtirllmasinda veya c¢ozelti tamponunun
deristirilmesinde cogunlukla diyaliz islemi uygulanmaktadir (Sekil 2.17). Bu
islem i¢in genellikle seliiloz asetattan yapilmis, gdzenekli ve kiiciik molekiilleri

geciren ancak buylk molekiilleri gecirmeyen yari gegirgen bir membrandan

18



olusan diyaliz torbasi kullanilmaktadir. Kliglik molekiller membrandaki ozmotik
basing dengelenene kadar serbestgce membrandan ge¢cmektedirler. Dengeye
ulastiginda molekiillerin dis tampona gegmesi durmaktadir. Bu nedenle; membran
icindeki tuz veya tamponu tamamen uzaklastirmak icin, membran disindaki
tamponu birka¢ kez degistirmek gerekmektedir. Enzim aktivitesindeki kaybi en

aza indirmek i¢in diyaliz genellikle +4 °C’ de yaklasik 16-18 saat yapilmaktadir.

ae .'Ig.'. AL i protein
o™ e ?
o :g Ly o isaretlenmis
H e e reaktifyada
5  ARET ¢oziici
] .
\": divalizat
b 2
\ . \ |
baslangig denge

Sekil 2.17. Diyaliz islemi

Diger bir islem ise jel filtrasyonudur. Bu yontem tuzlarin uzaklastirilmasinda ve
tampon degistirilmesinde diyalize gore daha hizli olmasma ragmen, kiigiik
hacimlerde uygulama yapilmasi ve islem sona erdiginde oldukca seyreltik bir
enzim gozeltisi elde edilmesi nedeniyle dezavantajlidir.

Ultrafiltrasyon enzim saflastirma adimlarinda ¢ok fazla kullanilan bir tekniktir.
Ultrafiltrasyon sistemi basing uygulanacak 6zel bir {niteden molekiillerin
ayrilmasinda kullanilacak farkli gézenekli membranlardan (1000 Da’ dan 300000
Da kadar) ve basing saglayan aletlerden olusmaktadir. Enzim ¢ozeltisindeki su ve
diger kii¢iik molekiiller, yar1 gecirgen bir membrana uygulanan basing ile
gegirilerek deristirilmektedir. Bu islem hassas, hizli ve oldukg¢a ucuz bir

yontemdir [50].

2.2.1. Kromatografik Yontemler
Kromatografi, molekiillerin hareketli ve durgun iki faz arasinda dagilimi ile
yapilan bir ayirma islem olup; hareketli faz, durgun fazin {izerinden gecerek

ayrilmasi istenen molekiilii beraberinde siiriikler. Uygulamalarin ¢ogunda durgun
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faz, bir kolon icine doldurulan kiiresel taneciklerden olusur. Ayrilacak enzimlerin
bir karigimi hareketli faza verilerek, bu fazin i¢inde kolon boyunca go¢ etmesi
saglanir. Kat1 faza daha fazla etkilesimi olan enzimler, hareketli fazla daha fazla
etkilesimi olan enzimlerden daha yavas olacak sekilde gbé¢ ederler ve bunun
sonucunda ayrilma gerceklesir.

Aragtirmanin amacina ve ilgili enzimin yapisal oOzelliklerine gore,
kromatografi tiplerinden hangisi veya hangilerinin kullanilacagina karar verilerek

kromatografi ¢alismalarina baslanir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Kolon kromatografi tipleri ve ayrilma prensipleri [51]

Ayrilma Prensibi Kromatografi Tipi

Molekiiler biiyiikliik ve sekil Jel filtrasyonu

Net yik Iyon degisim kromatografisi
Biyolojik fonksiyon Afinite kromatografisi

Hidrofobik etkilesim Hidrofobik etkilesim kromatografisi
Izoelektrik nokta Kromatofocusing

Stilfidril grup icerigi Kovalent kromatografisi

Metal baglama Metal iyon afinite kromatografisi

Kullanilan kromatografi c¢esidine gore, kolon dolgu maddeleri 06zel
islemlerden gecirilerek sisirildikten sonra, kolona uygun bir sekilde doldurulur.
Daha sonra uygun tamponlarla kolon dolgu maddesi dengeye getirilir. Dengeleme
isleminden sonra Ornek kolona yiklenir ve kolon tampon ile yikanir.
Kromatografi teknigine bagl olarak kullanilan tampon ve icerigi degisebilir. Her
bir enzim 06zelligine gore hizli veya yavas olarak kolon boyunca hareket eder.
Kolondan belli bir akis hizinda ¢ikan eliisyon, kolona bagl fraksiyon toplayicisi
ile belirli bir hacimde tiiplerde toplanir. Ilgili enzimin bulundugu fraksiyonlar
birlestirilir. Saflastirma islemi tamamlandiktan sonra, saflagtirma tablosu
yapilarak her bir adimda kag kat saflastirma yapildig1 ve saflagtirma veriminin ne
oldugu hesaplanir. Yiiksek bir verimle saflastirma islemi yapildigina karar

verilirse ilgili enzimin karakterizasyon ¢alismalarina baslanir.
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2.2.1.1. iyon Degisim Kromatografisi
Iyon degisim kromatografisi, stvi kromatografi yontemlerinden ilkidir.
Iyon degistirici recinelerin kullanimina dayanir. Iyonlarin ayrilmasi ve tayini igin

modern, etkili ve ekonomik bir yontemdir (Sekil 2.18).

Sekil 2.18. Katyon degisim kromatografi 6rnegi [52]

Iyon kromatografi ilk olarak 1970 1i yillarda gelistirilmistir. Anyon-
degistirici veya katyon-degistirici recine ile doldurulmus yiliksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC) kolonlarinda anyon ve katyon karisimlarinin kolaylikla
ayrilabilecegi gorilmistiir. 1970 yilindan sonra amino asit analizlerinde, yiiksek
¢OzUnlrlikli iyon degisim kromatografisi kullanmilmistir. 1970 1i yillarin
sonlarindan itibaren ise sivi kromatografisindeki biiyiik ilerlemeler ile nikleik asit
ve bazlar, niikleositler ve zar kaplamali iyon degistiricilerde niikleotitlerin
ayrilmasi ve analizi gerceklesmistir. Ayrica kolon dolgu materyallerinin ¢esitliligi
yiiksek molekiil agirlikli iyonik orneklerin ayrilmasini gergeklestirmekte ve iyon
degisim kromatografisinin gelismesine katki saglamaktadir. Iyon degisim
kromatografisi, fonksiyonel grup tasiyan dolgu materyalleriyle yiiriitiiliir. Tyon
degistirici dolgu maddesi eger pozitif gruplarla kimyasal olarak baglanmissa, karsi
iyonlar negatif olur ve bu tiir iyon degistiriciler negatif iyonlar1 degistirdiklerinden
dolayr ‘‘anyon degistiriciler’” adin1 alirlar. Benzer sekilde eger dolgu maddesi
negatif gruplarla kimyasal olarak baglanmissa, karsi iyonlar pozitif olup, bu tr
iyon degistiriciler de pozitif iyonlar1 degistirdiklerinden dolayr *‘katyon
degistiriciler’” adin1 alirlar (Sekil 2.19).
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Sekil 2.19. Iyon degistiriciler. (a) Anyon degistirici, (b) Katyon degistirici

Genel tutunma mekanizmasi sabit fazdaki ytiklii gruplar R ile mobil fazdaki
Y iyonlar ile 6rnege ait X iyonlar1 arasindaki basit iyon degisimidir (Denklem
2.4).

X +R'Y > Y +R" X
X+ RY - Y +R X'

(anyon degisimi)

(katyon degisimi) (2.4)

Katyon degistirici recinelerin en genel aktif bolgeleri, kuvvetli bir asit olan
stlfonik asit (-SOz-H+) ve zayif bir asit olan (-COO™H*)’ dur. Anyonik iyon
degistiriciler, kuvvetli bir baz olan tersiyer amin gruplari (-N(CHz)3 OH™) veya
daha zayif bir baz olan primer amin gruplarin1 (-NH3*OH") icermektedir (Tablo
2.2).

Tablo 2.2. Degistirici fonksiyonel gruplar

Katyon Degistiriciler Anyon Degistiriciler
Kuvvetli -SOz” H* -N*(CH3)3 CI
-COO H* -N*(CHz)2 CH20H CI
-CH2SO3 H* -NRzH CI
-O H* -NRH2 CI
Zayif -HPO2 H* -N*Hz CI

Siilfonik asit tipi bir iyon degistirici, M** katyonunu iceren bir sulu ¢ozelti

ile temas ettigi zaman, asagidaki gibi gosterilebilen bir yer degistirme dengesi

meydana gelir (Denklem 2.5):
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xRSOz H* (kat1) + M** (¢dzelti) <> (RSO)x M** (katr) + xH* (cOzelti)  (2.5)

Burada, XRSO3z'H* biiyiik bir polimer molekiiliine tutunmus ¢ok sayidaki
stlfonik asit grubundan bir tanesini ifade etmektedir.

Katyon degistirici recinelerde bulunan hidrojen iyonu sodyum tuzlari ile
muamele edilerek sodyum iyonu formuna doniistiiriilebilir. Sodyum iyonlar1 da
diger katyonlarla degisime ugrar. Bu nedenle hareketli fazda sodyum asetat gibi
tuzlar bulunabilir. Kuvvetli asit recineler pH 1-14 araliginda kullanilir. iyon
degisim kromatografisinin avantajlar1 su sekilde siralanabilir:

1. Yiiksek duyarliliga sahiptir (ppm diizeyi).
2. Numunedeki c¢ok farkli-ayni tiir yiikli iyonlar tek basamakta kolayca
belirlenebilir.

3. Diger analitik tekniklerde sorun yaratan matriks sorunlari ile karsilagilmaz.

Iyon degisim kromatografisinin uygulama alanlar1 olduk¢a genistir. Su
islemlerinde yumusatma ve deiyonizasyon, i¢gme suyu ve atik su islemlerinde,
yiyecek endiistrisinde proteinlerin geri kazanimi ve amino asit ayrilmasinda [53],
st endustrisinde sodyumun uzaklastirilmasi [54], saf kazein elde edilmesi [55],
laktoz saflastirilmasi, renk ve asitlik gidermede, ila¢ endiistrisinde antibiyotiklerin
ayrilmasi, askorbik asidin geri kazanilmasi [56] ve vitaminlerin ayrilmasinda,
tipta kanin korunmasinda, kimya endustrisinde bor Gretimi, kataliz ve
saflastirmada ve fotograf¢ilikta fotograf banyolarinda giimiisiin ayrilmasinda
kullanilir.

2.2.2. Kriyojeller

Hidrojeller fiziksel ya da kimyasal yolla ¢apraz baglanmis, bol miktarda su
absorbe edebilen polimer aglaridir. Hidrojellerin bir tlri de biyoteknolojide
blyuk bir 6neme sahip olan kriyojellerdir. Polimerik gdzenekli materyaller
“kriyojeller” olarak bilinmektedir. Yunanca’da krios (kryos) donma veya buz
anlamina gelmektedir. Kriyojellesme (ya da sifirin altindaki sicakliklarda
jellesme), gozeneklilik derecesi kontrol edilebilen makro gézenekli kriyojellerin
olusumuna olanak saglar. Kriyojeller pratik olarak bir jel olusturan onciillerden

uretilir ve birgok degisik yapiya ve gbzenek boyutuna sahiptirler (Sekil 2.20).
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Gozenekli ve elastik yapilariyla kromatografik sistemlerde kolon malzemesi
olarak kullanima uygundurlar, ¢iinkii hareketli fazin kolondan ge¢mesiyle kolonda
olusacak geri basinci elimine ederler. Bu da biyomolekillerin bozunmadan ve
denatiire olmadan, kromatografik tekniklerle, verimli bir sekilde saflastirilmasina

imkan tanir.

Sekil 2.20. Farkli sekillere sahip kriyojeller [57]

Kriyojellerin olusumu ¢oziiclinlin donma noktasinin altinda gerceklesir.
Boylelikle zamanla ¢oziiciiniin biiyiikk bir kismi donup birbirine bagli buz
kristalleri olustururken, bu buz kristallerinin etrafinda donmamais sivida bulanan
polimer Onciileri polimerleserek buz kristallerinin etrafinda bir ag yap1
olustururlar. Donmus ¢oziicli kristalleri gdzenek olusturucu ajan olarak gorev
goriir. Polimerlesmeden sonra donmus karigim oda sicakligina getirildiginde buz

kristalleri erir ve makro gozeneklere sahip polimer ag yap1 elde edilir (Sekil 2.21).

Monomer ¢ozeltisi Dondurulmug fazda Erime Kniyojel
polimernizasyon

Sekil 2.21. Kriyojellesme siireci [58]
Coziicliniin kristallesmesinden dolayi, donmamis sivi mikro fazin toplam
hacmi baslangic hacminden daha diisiiktiir. Diger bir ifadeyle, donmamis sivi

fazdaki polimer ya da monomer derisimi baslangi¢ derisiminden daha yiiksektir.
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Jel olusturucu ajanlarin derigiminin hizla artmasi, jel olusumunu tetikleyerek
jellesme hizini artirir. Polimer matriksin gézenek boyutu 10 pm ile 200 pm
arasinda degisebilir.

Kriyojellerin silingersi yapilar1 poliakrilamid (pAAM), polihidroksimetakrilat
(PHEMA), polietilenglikol (PEG), polivinilalkol (PVA) temeline dayanmaktadir
[59]. Kriyojeller, hiicrelerin gelisimi ve iiremesi i¢in uygun ii¢ boyutlu yapiya
sahiptirler. Makrogozenekli yapilarindan dolayr sahip olduklar1 hizli sisme
kinetigi, onlar1 ilag¢ tasinim araglar1 ve biyosensorler gibi uyari-duyarh sistemlerin
tasarimina elverisli kilar. Kriyojeller DNA, viriis, biyopolimerler gibi safligi
yiikksek biyomateryallerin gelistirilmesi ve biyoayirmada kullanilan polimerik

materyallerin gelisiminde ¢ok énemli rol oynamislardir [60].

2.3. Rutenyum Tabanh Aminoasit Monomerleriyle Fotosensitif Capraz
Baglama ve ANADOLUCA Yontemi

Yasam bilimleri ve biyoteknolojide kullanilmak iizere gelistiren ANADOLUCA
konsept yontemi (ANADOLUCA-AmiNoAcid (monomer) Decorated and Light
Underpining Conjugation Approach) [61], rutenyum tabanli, fotosensitif (1s18a
duyarli), amino asit monomer ve oligomerlerinin sentezleri; fotosensitif
proteinlerin konjugasyonu ve ¢apraz baglanmasi islemlerinde kullanilmak tizere
tasarlanmistir. Farkli hiicre tiplerini, dokulari ve diger hedefleri algilamak igin
istenen mikro veya nanoyapilar entegre edilebilir. Protokol, bir ¢ok proteinde yer
alan sistein, triptofan ve tirozin amino asitlerine rutenyum tabanli amino asit
monomerler tarafindan elektron kusaklar atilarak saglam c¢apraz bagh
konjugasyon islemleri ile gerceklesmektedir. Bu yontemde; fotosensitif
monomerler, kovalent ve c¢apraz baglanma islemi nedeniyle dogru antikor
oryantasyonu i¢in yonlendirme saglanmakta ve denatiirasyon engellenmektedir.

ANADOLUCA yontemi, silika materyallere, slperparamanyetik
partikillere, nanokristallere, karbon nanottiplere, Ag/Au nanopartikillere ve Au
ylizeylerine  protein  entegrasyonu yani  sira  proteinimsi  polimerik
nanopartikiillerin hazirlanmasinda ve ilgili yiUzeylerle entegrasyonuna da

uygulanabilir.
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ANADOLUCA, yeniden ayrilabilir kat1 faz sistemleri, teranostikler (ayni
anda tan1 ve tedavi olanig1), nanoprotein tasiyicilar, reseptor hedefli nanokargolar,
biyosensorler, biyokataliz uygulamalari, yonetilebilir goriintiileme ve algilama
teknolojileri gibi alanlarda kullanilabilen yeni nesil nano-biyokonjugantlarin
olusturuldugu bir yontemdir.

Bu yontem ile multifonksiyonel, biyouyumlu, stabil ve spesifik mikro ve nano
biyokonjugasyon islemleri sagladigi gibi kataliz ve tayin amagli da kullanilabilir.
Olusan nano-biyokonjugantlarda proteinlerin fonksiyonu ve konformasyonlari

etkilenmez, pH ve sicakliktan bagimsiz bir yontemdir.

2.4. Hizh Protein Sivi Kromatografisi (FPLC)

Hizli Protein Sivi Kromatografisi (FPLC), genellikle protein ve enzim
karigimlarinin ayrigtirilmasi ve analizinde sik¢a kullanilan bir sivi kromatografi
yontemidir. Proteinlerin tek basamakta saflastirilmasini saglamasi nedeni ile
biyokimyasal c¢alismalarda siklikla kullanilmaktadir. FPLC iyon degisim,
kromatofocusing, hidrofobik etkilesim, jel filtrasyon gibi kromatografik
yontemlerin de kullanim alanlarini biiylik Ol¢lide saglar. Saflagtirilmak istenen
enzim veya protein, uygun bir hareketli faz ile (tampon ¢ozelti), hazirlanan
kolonun Gzerinden gegcirilir; kolona tutunmayan tirler kolonu terk ederken; kolona
tersinir olarak tutunan numune eliisyon ¢ozeltisi ile kolondan saf bir sekilde

toplanir.

FPLC cihazi, ¢Oziicii kabi, pompalar, enjeksiyon unitesi, kolon, dedektor,
fraksiyon toplama Unitesi ve bir de veri kaydediciden (bilgisayar) olusmaktadir
(Sekil 2.22). Coziicii kaplarinda kolonu sartlandirma c¢ozeltisi ve tutunan
numuneyi kolondan s6kme amagch ise ellisyon ¢ozeltisi bulunur. Pompalar bu
¢ozeltileri cihaza verilen komuta bagli olarak 6nce enjeksiyon (nitesinden, daha

sonra cihaza yiiklenen numuneyi de alarak, belirli bir hizda kolondan gegirir.
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Kolonu terk eden tiirler dedektore ulasir ve belirli fraksiyonlarda drnek toplama
unitesindeki tiiplerde toplanir. Bilgisayar dedektorden gelen sinyallere bagl

olarak olusan piklerin kromatogram halinde goriintiilenmesini saglar.

Numune déngiisii

Injektér

Atik

Dedektor
(absorbans,
pH.iletkenlik)

Fraksiyontoplayict

Sekil 2.22. FPLC cihazi bilegenleri

Sekil 2.23” de gorulen 6rnek bir FPLC kromatograminda gbzlenen 1 numarali
pik kolona tutunmadan kolonu terk eden tirlere aittir. Bu tiirler sartlandirma
cozeltisiyle birlikte kolondan ayrilir. Kolon malzemesine baglanan hedef
molekiiliin eliisyon ¢ozeltisi gecirildikten sonra kolondan sokiildiigli durum, 2

numaral pikle gosterilmistir.
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Sekil 2.23. FPLC kromatogrami [62]

2.5. Sodyum Dodesil Sulfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-Page)

SDS-Page yontemi protein ve enzimlerin safliginin kontrolii ve molekiil
agirliklarinin saptanmasi amaciyla kullanilmaktadir. Ayni1 zamanda enzimin ya da
proteinin birden fazla alt birime sahip olup olmadigin1 saptamada énemlidir. SDS-
Page, Page’ den farkli olarak protein ya da enzim karisimina tiyol ayiraci olan
merkaptoetanol ve SDS ilave edilerek 100 °C’ de 1sitilarak denatiire edilir.
Merkaptoetanol, proteindeki disiilfit baglarini koparir. Denatiire edici bir deterjan
olan SDS proteine baglanir (bir molekiill SDS yaklasik iki amino asit kalintisi
baglar) ve proteini net negatif yiik ile kaplar, bu durumda proteinin kendi yiikii
thmal edilir. Proteinin dogal konformasyonu degisir, proteinler esit yiik
yogunluguna sahip olurlar ve poliakrilamid jel igerisinde sadece molekiil

agirligina gore ayrilirlar (Sekil 2.24).

Omek, pipet yardmms ile jele

yiiklenir distilfit képriisiiyle birbirine bagl tek altbinmli
katot plastik govde A ve B, protein altbirimleri protein
, / .
D
= =
—©

SDS ve merkaptoetanol ile 1sitma

negatif yiikli SDS molekiilleri

tampon N ‘ | — Ir )
(O]

8 N
c N
AN —

Sekil 2.24. SDS-PAGE: SDS-poliakrilamid jel elektroforezi [63]
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Buna gore buylk molekdller jel matriksinde tutunurken kigik molekiller daha
hizli go¢ ederler. Molekiil agirligi bilinen molekiil standartlari, ilgili protein
ornekleriyle birlikte yiiriitiilerek saflagtirilmis proteinin veya enzimin molekiil

agirligr yaklagik olarak hesaplanir.

2.6. Polimerler
Polimer ad1 “‘poli + meros (¢ok + pargali)’’ olarak Greekce' den gelmektedir.

3

Polimer molekull igerisinde tekrarlanan kiigiik ve basit kimyasal birime ‘‘mer”’
(tekrarlanan birim), polimeri elde etmek icin baslangicta kullanilan kiiglik
molekiillii organik maddelere de “’monomer’’ denir. Polimerler, en basit tanimiyla
¢ok sayida ayni veya farkli monomerlerin kovalent baglarla az veya ¢ok diizenli
bir bicimde baglanarak olusturdugu uzun zincirli yiiksek molekiil agirlikli
bilesiklerdir. Polimer, birden fazla monomerin 1s1 ve basing altinda birleserek
uzun zincirlerin meydana gelmesiyle olusur. Polimerler genellikle besten fazla
monomerden olusur ve bazilar1 ise her bir zincirde yizlerce veya binlerce
monomer icerebilir.

Polimerler; hafif, ucuz, mekanik oOzellikleri ¢ogu kez yeterli, kolay
sekillendirilebilen, degisik amaglarda kullanima uygun, dekoratif, kimyasal agidan
inert ve korozyona ugramayan maddelerdir. Bu iistiin 6zelliklerden dolay1 sadece
kimyada degil makine, tekstil, fizik, tip, biyokimya, biyofizik gibi bir¢ok bilim
dalinda da kullanilir.

Polimerler; kaynaklarmma gore dogal ve sentetik seklinde ikiye ayrilir. Ana
zinciri olusturan atomlarin tiirline gore organik ve anorganik polimerler, sentez
tepkimelerinin mekanizmasima gore basamakli ve katilma polimerleri, 1s1
karsisindaki davraniglarina gore termoplastikler ve termosettingler, zincirlerinin
fiziksel bicimlerine gore diz zincirli, dallanmis ve ¢apraz bagli polimerler
seklinde kendi iclerinde farkli olarak gruplandirilabilir. Monomer ¢esitlerine gore
ise tek bir monomerin polimerlesmesiyle elde edilen polimerler homopolimerler,
iki farkli monomerin birlesmesiyle elde edilen kopolimerler ve {ii¢ farl
monomerin birlesmesiyle olusan polimerler ise terpolimerler olarak adlandirilir.

Molekiil agirligi 500-600 gmol™? civarinda olan polimerlere “’oligomer’ adi

verilir. Bir polimerin yeterli fiziksel ozelliklere sahip olabilmesi igin molekil
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agirhigiim 10* gmol™ den fazla olmasi gerekir. 10 gmol™ ve daha biiyiik molekiil

agirlikli polimerler igin bazen “‘yiksek polimer’’ sdzciigii de kullanilabilir.
Polimerlesme  reaksiyonlar1  genel isleyis mekanizmalar1  agisindan

incelendiginde katilma (zincir) polimerizasyonu ve basamakli polimerizasyon

olmak tzere iki temel kisma ayrilabilir [64].

2.6.1. iletken Polimerler

“fletken Polimer” terimi Amerikan bilim adamlar1 Heeger ve MacDiarmid
[86] tarafindan 1977 de poliasetilenin iyot ile yiikseltgenip iletkenliginin
metallerinkine yakin 6zellik gostermesi ile ortaya atilmistir. Ayn1 bilim adamlari
poliasetilenin yiikseltgenmesinin basarili olmasiyla, poliasetilenin sarj edilebilir
pil 6zelligi tizerine ¢alismislardir. Daha sonra yapilan ¢alismalarla poliasetilen ile
benzer dzellikler gosteren polianilin, polipirol, politiyofen gibi (Sekil 2.25) bircok
iletken polimer kesfedilmistir [65,66].

COh AP L

Polianilin Polipirol Politiyofen
/ \ Ri
O O
m -
n
R2
Polietilendiyoksitivofen Poli(p-fenilen vinilen)

Sekil 2.25. iletken polimer rnekleri

Polimerler, metallerle kiyaslandiginda, polimerlerin genellikle metallerden
daha hafif ve ucuz oldugu, kolay sekil alabildigi fakat iletken olmadiklari g6ze
carpmaktadir. Metallerin ise zor islenebilen, agir, pahali olmalarinin aksine
iletkenlikleri ylksek maddeler oldugu bilinmektedir. Polimerler ile metallerin

ustlin ozellikleri bir araya getirilerek iletkenlik 6zelligi tasiyan polimerlerin elde
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edilmesi miimkiin olmustur. Bu amagla hazirlanan polimerler, iletken polimerler
olarak isimlendirilmistir [67].

fletken polimerler, ana iskelet zincirlerinde zayif bagli elektronlar igeren
polimerler olarak tanimlanirlar. Polimerlerin elektronik iletkenlik gosterebilmesi
icin, polimer orgiisiinde, elektronlarin zincir boyunca taginmasini saglayan uygun
yerlerin bulunmasi gerekir. Bu kosulu ana zincirinde konjuge cift baglar bulunan
polimerler saglar. Iletken polimerleri, diger polimerlerden ayiran temel &zellik,
sirayla degisen tek ve ¢ift baglardan olusan bir zincir yapisina sahip olmalaridir.
Bu sekilde sirayla degisen bag yapisina ‘‘konjiigasyon’’ denir. Bu ylzden iletken
polimerlere ‘konjuge polimerler’” denmektedir. Iletkenlik 6zelligi elektronlarin
serbestce hareket etme Ozelligidir. Atomik bag sistemine sahip olan katilarda
elektronlar belirli enerji bantlarinda hareket ederler. Elektronik yapi, herhangi bir
materyalin elektriksel 6zelliklerini belirler ve bu yolla bant teorisi agiklanabilir
[68]. Her enerji bandinin kendine 6zgii elektron alabilme yetenegi bellidir. Bu
bantlar dolu ya da bos olabilir. Elektronlarin ise bir enerji bandinda
bulunabilmeleri i¢in belli bir enerjiye sahip olmalar1 gerekir. Bantlar tam bos ve
tam dolu olmadig i¢in iletkenlik gozlenir. Yalitkanlarda ise bu bantlar tam dolu
veya bos oldugundan iletkenlik s6z konusu degildir.

lletken polimerler, gesitli elektrokimyasal 6zelliklerinden dolay1 ok degisik
alanlarda kullamlabilmektedirler. Ozellikle, sensérler, sarj olabilen piller,
fotokimyasal hiicreler, elektrokromik aletler, 151k sagan diyotlar (LED, OLED),
radar algilama sistemleri, bilgisayarlar i¢in elektromanyetik koruyucular ve iyon
secici elektrotlarin yapiminda kullanim potansiyeline sahip oldugu bilinmektedir.
Iletken polimerler, kimyasal ve elektrokimyasal yontemlerle sentezlenebilmeleri,
metallere yakin elektriksel iletkenlik gdstermeleri ve kolay islenilebilirliklerinden
dolay1 ¢ok genis uygulama alanmna sahiptirler. Iletken polimerler, ¢ok diisiik
akimlar iiretmeleri ve ¢ok uzun 6miirlii olmalar1 nedeniyle kalp pillerinde elektrot
olarak kullanilmaktadir. Radyo frekansi ya da kizilotesi dalgalar, gonderilen biitiin
radyasyonu emdikleri i¢in bu polimerler radar dalgalarina karsi goriinmez

cihazlarin yapiminda kullanilan materyallerdir [69].
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2.6.2. iletken Polimerlerin Sentezlenmesi

lletken polimerler, n sisteminin yiikseltgenmesi ya da indirgenmesiyle
yiiksek iletkenlik vermek tizere dop edildigi i¢in iletken polimerin sentezinde
kullanilan monomerlerin yapisinda m elektronlar1 igermesi onemli bir noktadir
[70]. iletken polimerlerin sentezinde baslangicta kullanilan monomerler sonugta
olusan polimerin yapisinda korunabilen tipik aromatik veya ¢oklu konjuge bag
yapisina sahip monomerlerdir. Iletken polimerleri, diger polimerlerden ayiran
temel Ozellik, sirayla degisen tek ve ¢ift baglardan olusan konjuge zincir yapisina
sahip olmalar1 ve yapilarindaki uzun konjuge ¢ift bagli zincirler nedeniyle
iletkenlik oOzelligine sahiptirler. Dolayisiyla sadece konjiige olmus polimerler
elektrigi iletebilir. Iletken polimerlerin sentezinde; kimyasal polimerlesme,
elektrokimyasal polimerlesme, fotokimyasal polimerlesme, metal bilesikleri ile
yapilan polimerlesme, emiilsiyon polimerlesmesi, plazma polimerlesmesi, gaz fazi
yontemi, piroliz yontemi, ara yiiz polimerlesmesi ve oksidatif polimerlesme ¢esidi

olan enzimatik polimerizasyon kullanilir [71,72].

2.6.2.1. Enzimatik Polimerizasyon

Enzimler sadece kendi dogal substratlarini degil benzer yapidaki diger
bilesiklerin doniistimlerini de katalizleyebilirler. Yararli bilesiklerin elde
edilmesinde kullanilabilmesi nedeniyle hiicre-disi enzim-katalizli organik
reaksiyonlar olduk¢a dikkat ¢ekmektedir. Enzimatik polimerlesme reaksiyonlari,
petrokimya {irlinli olmayan yenilenebilir kaynaklari substrat olarak kullanip
fonksiyonel polimerik maddelerin {iretimlerini saglarlar. Bu tip reaksiyonlarda
irtin polimerler toksik maddeler kullanilmadan elde edilebilirler. Bu nedenle,
enzimatik polimerlesme reaksiyonlari, biyosentetik olmayan (metabolik olmayan)
in vitro yollarla, bir enzim tarafindan katalizlenen c¢evreye duyarli kimyasal
polimer sentezi olarak tanimlanabilir. Enzimler istenmeyen yan reaksiyonlar
vermemeleri, 1liml1 kosullarda ytiksek aktivite gostermeleri ve yiiksek secicilikleri
nedeniyle diger KkatalizOrlere gore daha Ustundurler. Bu nedenle enzimler
biyopolimer Uretimlerinin baslica katalizér kaynaklaridir.

Cevreci faydalariin yani sira enzimler halka a¢ilmasi polimerizasyonunda

blylk halkali yapilari metalik katalizorlerden ¢ok daha hizli, verimli
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doniistiirebilirler ve yliksek molekiil agirlikli polimer elde edilmesini saglarlar.
Son yillarda yapilan caligmalar halkali yapiya sahip maddelerin enzimlerle
polimerlesebildiklerini ispatlamistir [73]. Enzimler yapilarindan dolay1 ¢oziiniir ve
islenebilir iletken polimerlerde ¢evre agisindan zararsiz reaksiyon, yiiksek
verimde polimerizasyon ve yiiksek kontrollii mekanizma saglarlar. Enzimlerle
gerceklestirilen bu biyokatalik reaksiyonlar igin genellikle yaban turbu [74-77],

soya fasulyesi [78] ve palmiye agaci peroksidazlari kullanilir.

2.6.3. PEDOT [Poli(3,4-etilendioksitiyofen)]

Poli(3,4-etilendioksitiyofen) (PEDOT), n-konjuge iletken polimerlerden bir
tanesidir. 1800 lii yillarda tiyofenin bir tiirevi olarak bulunan PEDOT’ un

yapisinda siilfiir bagli karbon yapisina tiyofen bagli iki oksijen atomu vardir
(Sekil 2.26).

Sekil 2.26. PEDOT yapist

PEDOT; termal ve kimyasal kararliligi, diisiik ylikseltgenme potansiyeli,
yuksek elektriksel iletkenligi ve elektrokimyasal agidan kararli olmasi nedeniyle
en cok tercih edilen iletken polimerlerden biridir. Cok fazla kullanilan PEDOT,
EDOT monomerinin giiclii yiikseltgeyiciler varliginda sentezlenmesiyle elde
edilmektedir. Enzimler gibi gucli biyokatalizorlerin PEDOT sentezi igin

3

kullanilmas1 son yillarda “’yesil ¢evre kimyasi’” i¢in biiyiilk 6nem tasimaktadir
[79,80]. PEDOT, geleneksel politiyofene gore daha disiik yiikseltgenme
potansiyeline sahip olmasi en ¢ok sentezlenen iletken polimerlerden biri haline

gelmistir. Sentezlenen polimerin, bir iletken polimer olmasi yani iletkenliginin saf
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halindekinden daha yiiksek degerlere ¢ikarilmasi i¢in mutlaka katkilanmasi
gereklidir. Katkilama (doping) islemi; iletken polimerler hazirlamak igin konjuge
n baglarina sahip olan bir polimeri uygun bir reaktif ile indirgemek veya
yiikseltgemek yoluyla gergeklestirilir. Katkilama islemiyle polimer yapisina
iletkenligi saglayacak olan elektronlar verilir veya elektronlar alinarak polimer
orgiisiinde art1 yiiklii bosluklar olusturulur. Katkilama islemiyle yiik tasiyicilarin
sayist arttirilir. Iletken polimerler; katkilanmis yapilarinda bulunan doping
anyonlari/katyonlar1 uzaklastirilarak yeniden yalitkan hale doniistiirtilebilirler
[70]. Polisitiren silfonat (PSS) [81,82], FeCls ve Fe(lll)tosilat gibi PEDOT ince
film katkilamasi i¢in yukseltgen 6zellikleri uygun olan katkilayicilardir [83].
PEDOT’ wun kullanim alanlar1 olduk¢a genistir. Bunlarin arasinda;
elektrokromik cihazlar [84], biyosensorler [85], biyomedikal, biyoalgilama,
organik piller, mikroelektronik, antistatik kaplama [86], optik ekranlar ve

elektromanyetik koruyucular vardir.

2.6.4. Jel Gecirgenlik Kromatografisi (GPC)

Jel filtrasyon mekanizmasi ile karigimdaki bilesenler biyiiklik farkina
dayanilarak ayrilirlar. Herhangi bir karigim gozenekli bir jel igerisine
dokiildiiglinde, karisim igindeki kiigiik molekiiller gézeneklere tutunurken biiyiik
molekdller jelden akarak gecerler. Boylece 6zellikle kromatografik saflastirma
sirasinda bozunabilecek biyolojik bazi karigimlar (protein, enzim, vb.) bu

mekanizmanin etkin oldugu jel gecirgenlik kromatografisi ile ayrilabilir (Sekil
2.27).
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Sekil 2.27. Jel Gegirgenlik Kromatografisi [87]

Bu metod i¢in dekstran, agaroz ve akrilamid tiirevleri kullanilir. Kullanilan bu
jel maddeleri ile gozenek biiyiikliigiine bagl olarak farkli molekiiller ayrilabilir.
Burada, bilinmeyen maddenin siyrilan hacmi, ayn1 kimyasal 6zelliklerdeki bir seri
standart maddenin siyrilan hacimleri ile kiyaslanir [88]. Jel-gegirme
kromatografisi, polimer kimyasi ve biyokimyada blyuk molekillerin molekiil

agirliklarini saptamada kullanilmaktadir [89].
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Bu calismada kullanilan yaban turbu bitkisi R.Say ve arkadaslarindan temin
edilmistir. Enzim saflastirmada kullanilan Sodyum asetat (NaAc) ve Sodyum
kloriir (NaCl) kimyasallar1 Sigma’ dan, kriyojel kolon sentezlemede kullanilan
Amonyum persulfat (APS), Tetraetilmetilendiamin (TEMED), Etanol (C2HsOH),
2-akrilamido-2-metil-1-propan stlfonik asit (AMPS) Sigma’ dan, Hidroksi
etilmetakrilat (HEMA) Acros’ dan ve N,N’ Metilenbisakrilamit (MBA) Sigma
Aldrich’ den temin edilmistir. Enzim aktivitesini belirlemek i¢in kullanilan
Hidrojen peroksit (H202) ve 3,3°,5,5’-Tetrametilbenzidin (TMB) Sigma’ dan,
alimmugtir. Jel elektroforez isleminde kullanilan Sodyum dodesilsiilfat (SDS) Alfa
Aesar’ dan, Coomassie Blue Appli Chem’ den, Tris(hidroksimetil)aminometan,
Hidroklorik asit (HCI) ve Akrilamid Merck’ den, Asetik asit (CH3COOH) Riedel-
de Haen firmasindan, Metanol (CH3OH) Sigma’ dan, Amonyum sulfat
((NH4)2S0O4) Panreac’ dan temin edilmistir. Polimer sentezi igin kullanilan 3,4-
etilendioksitiyofen (EDOT) monomeri, Poli(sodyum 4-sitirensilfonat) (Na/PSS)
ve Glisin (NH2.CH2COOH) Sigma’ dan ve Dimetil silfoksit (DMSO) Riedel-de
Haen’ dan temin edilmistir. Polimer sentezi i¢in kullanilan kriyojel kolon
sentezinde ek olarak R.Say ve arkadaglari tarafindan gelistirilen fotosensitif
monomer bis(2-2’-bipiridil)(MATyr). Rutenyum(ll) kullanilmistir. Sentezlenen
polimerin molekiil agirhigini belirlemek i¢in kullanilan Sodyum azid (NaNs)
Sigma’ dan, easivial Polietilenglikol/oksit ~ (PEG/PEO)  standartlari
Agilent/EasyVial’ den temin edilmistir. Saf su ise Thermo Scientific firmasindan

alian saf su cihazindan elde edilip kullanilmistir.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Enzim saflastirma i¢in AKTA P-920 UPC-900 model FPLC cihazi
kullanilmig, enzimin protein igerigi ve aktivitesi BioTek Synergy H1 ELISA
Reader ile yapilan UV absorbans 6l¢iimleri ile tayin edilmistir. SDS PAGE analizi

Thermo Scientific elektroforez sistemi ile gergeklestirilmistir. Polimer sentezi
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Heidolph Pumpdrive 5101 marka peristaltik pompa ile surekli sistemden
gecirilerek elde edilmistir. Polimerin molekiil agirligini belirlemek i¢in Agilent
marka 1100 seri model GPC (Jel Gegirgenlik Kromatografisi) cihazi
kullanilmistir. Sentezlenen monomer ve polimerlerin karakterizasyonunda Perkin
Elmer Spektrum 100 FT-IR spektrometresi, yuzey morfolojisinin incelenmesinde
Zeiss Ultra Plus SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) ve polimerlerin yiizey
alaniin belirlenmesinde Quantachrome Nova 2200E model spesifik yiizey alani
Olcim (BET) cihaz1 kullanilmistir. Hazirlanan tampon c¢ozeltilerin pH’ lar1
HANNA HI1 2211 pH/ORP metre ile dl¢lilmiistiir. Ayrica, sentezlenen polimerin
UV spektroskopik olglimleri Shimazu UV-3150 ile floresans dl¢cumleri ise Varian

Cary Eclipse marka floresans cihazi ile gerceklestirilmistir

3.2. Metod

3.2.1. AMPS kriyojel kolonun hazirlanmasi

Kriyojenik karigim hazirlanmasi igin Oncelikle 70,75 mg capraz baglayici
MBA ve 50 mg AMPS suda ¢Ozulerek 2 saat boyunca karigtirtlmistir. Daha sonra
325 pL HEMA monomeri ¢ozeltiye ilave edilip 1 saat daha karistirtlmistir. Bu
islem bittikten sonra hazirlanan ¢6zelti 5 mL’ lik siringa i¢ine alinmis ve bir slre
buz banyosunda bekletilmistir. Daha sonra reaksiyonu baslatmak i¢in 5 mg APS
ve 6,25 uL TEMED karisima ilave edilip, ¢Ozeltide polimerlesme baslayana kadar
buz banyosunda tutulmus ve sonra -20 °C’ de 24 saat bekletilmistir. 24 saat
sonunda polimerlesme tamamlanmistir. Hazirlanan kolon kullanima kadar etil

alkol igerisinde +4 °C’ de saklanmustir.

3.2.2. AMPS kriyojel kolonun karakterizasyon ¢alismalari

3.2.2.1. FT-IR Analizi

Hazirlanan kriyojel kolondan 0.2 g tartilip ATR bagligi kullanilarak FT-IR

cithaziyla spektrumu alinmistir.
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3.2.2.2. Sisme Testi

AMPS kriyojel kolondan bir parca kesilip 24 saat boyunca, oda
sicakliginda, 30 mL saf su igerisinde bekletilmistir. 24 saat sonunda sudan
¢ikarilan polimerin siizge¢ kagidi yardimi ile fazla suyu alinmis ve polimerin
sismis hali tekrar tartilmigtir. Polimerin ilk agirligt (Wkurujel) ile son agirlig
(Wistakje) belirlenmis ve Denklem 3.1 kullanilarak polimerin ylizde su tutma

kapasitesi hesaplanmistir [90].

Sisme Orani (%) =

[Wlslakjel—Wkurujel
wi

| % 100 (3.1)

3.2.2.3. Yuzey Morfolojisi

Polimer monolitinden bir parca alinip oda sicakliginda kurutulmustur. Daha
sonra SEM cihazinin 6rnek haznesine yerlestirilmis ve vakum altinda altin
tabakasi ile kaplanmistir. Ardindan SEM ile polimerin yiizey morfolojisine ait

goriintliler alinmustir.

3.2.2.4. Yiizey Alam Ol¢iimii
Polimer monolitinden bir parca alinip etiivde 50 °C* de 1 gece boyunca
kurutulmustur. Ardindan polimer monolitinin BET cihazi ile spesifik yiizey alani

belirlenmistir.

3.2.3. Enzim Onderistirilmesi

Temin edilen yaban turbu bitkisi blender ile 6giitiilmiis fakat siiziilmesi zor
oldugu icin nuche hunisi ve erleni kullanilarak vakum altinda siizme
hizlandirilmastir. Siizge¢ kagidi, nuche hunisinin ¢apina gore kesilmis ve huninin
altindaki delikli kistm tamamen kapanmistir. Erlenin yanindaki boru bir lastik
hortumla hava borusuna baglanmistir. Daha sonra kristaller ana c¢ozeltiden
tamamen ayrilmis ve 30 dakika boyunca 12000 rpm devirle 4 °C* de santrifiijde
coktiirilmiistiir. Cozeltinin igerdigi proteinler % 80’ lik amonyum siilfat ile

coktiiriilerek ortamdan ayrilmistir.
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3.2.4. Enzim Saflastirilmasi

Yaban turbundan izole edilen horseradish peroksidaz enzimi FPLC cihazi ile
AMPS bagli kriyojel kolon kullanilarak saflastirilmistir (Sekil 3.1). Enzimin
kolona tutturmak icin tutma c¢ozeltisi olarak 100 mM pH 5,5 sodyum asetat
tamponu, enzimin kolondan desorpsiyonu igin ise sokme ¢oOzeltisi olarak 0,1 M

NaCl igeren 100 mM pH 5,5 sodyum asetat tamponu kullanilmistir.
- ,

Sekil 3.1. Anadolu Universitesi Biyokimya Laboratuvari FPLC cihazi

3.2.5. Enzimin Aktivitesi ve Protein Tayini

HRP enziminin aktivite tayini, Bradford yodntemiyle icerdikleri protein
miktar1 belirlenmistir. Bradford metodu bir 6rnek icerisindeki protein miktarinin
kantitatif olarak belirlenmesi igin kullanilan yontemlerden biridir. Bradford
ayiract olarak Commassie Brillant Blue G-250 boyas1 kullanilmistir. Bu yontem,
Commassie brillant Blue G-250’nin fosforik asitli ortamda proteinlere baglanma
temeline dayanmaktadir. Aktivite hesaplarindaki molar uyarilma katsayisi (€sgs)

3,2x10* Mcm™ olarak alinmustir [91].

CH
s CHs

NH,
NH
H3C +H,0, > ‘ +2H0
HsC
‘ CH3 / CH3
HN

HoN

CHg
CHs
Renksiz Mavi Renk

Sekil 3.2. TMB substratinin HRP ile reaksiyon mekanizmasi
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HRP enzim aktivitesinin hesaplanmasinda Denklem 3.2 kullanilmistir [92].

AOD/ minXRmV xdf
2595 XEV

U/mL = (3.2)

AOD/min: Absorbansin dakika basina degisimi
RmV: Cozeltinin toplam hacmi (mL)
£595(M™cm™): 595 nm'deki TMB' in molar absorpsiyon katsayisi

EV: Enzim ekstrat hacmi

3.2.6. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzim aktivite tayini i¢in farkli pH, enzim derigimi, substrat derisimi ve
sicakliklara bakilmistir.

HRP enzim aktivitesinde pH etkisinin incelenmesi icin 25°C’ de farkli pH
araliginda (2-7) Ol¢imler yapilmistir. Aktivite islemleri sirasinda substrat olarak
10 mM TMB ve 20 mM H20: kullanilmastir.

Enzim derisiminin incelenmesi igin de farkli derisim araliginda (10-50 mM)
HRP ¢ozeltisi, pH 5 tamponu, 10 mM TMB ve 20 mM H,O; kullanilmistir.

Substrat derigiminin incelenmesi igin farkli derisim araliginda (5-20 mM)
TMB substrati hazirlanmis, pH 5 tamponu, 20 mM H20; ve 10 pL enzim
kullanilmistir. Enzimin substrata olan ilgisi 595 nm’ de takip edilmistir. Daha
sonra substrat derisimine karsi enzim aktivitesini hesaplamak i¢in Michaelis
Menten ve Lineweaver Burk grafikleri ¢izilmistir. Bu grafiklerden Vimak ve Km

degerleri bulunmustur.

3.2.7. SDS-PAGE Analizi
SDS-PAGE analizi icin oncelikle % 10’ luk iki farkli poliakrilamid jel
hazirlanmistir. Bu jellerin igine akrilamid-bis monomerleri, TEMED, APS, SDS
ve pH 8.8 Tris tamponu ilave edilmistir. HRP analizi i¢in numulerin her birinden
15 er uL alinmig ve 15 pL Coomassie Blue G boyasi ile karigtirilmustir.
Hazirlanan karisimin homojen olmasi i¢in 15 dakika su banyosunda bir beherde

isitilmigtir. Daha sonra 6nce ayirma jeli ardindan yilikleme jeli SDS cami igerisine
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konmus ve jel tanka dokiilmiistiir. Uygun bir tarak ile jelde esit hacimde
kuyucuklar olusturulmus, tank tamponu c¢ozelti ile doldurulmus, numuneler
kuyucuklara yiiklenmistir. Enzim 6rneklerinin jelde ilerlemesi igin énce 35 mA
akim daha sonra 55 mA akim verilmistir. Analiz sonunda tanktan ¢ikarilan jel
Once Coomassie Blue boya ¢Ozeltisi icinde 1 saat bekletilmis daha sonra bantlarin
goriintliilenmesi igin belirli araliklarla CH3COOH ve CH30H karisimi olan yikama
cozeltisi yikanmistir. Saflastirilan HRP’nin safligi ve molekiil agirligi bu 6rnege

ait bant ile ticari HRP’ ye ait bandin karsilastirilmasiyla belirlenmistir.

3.2.8. bis(2-2’-bipiridil) (MATyr)2 Rutenyum (I1) sentezi

Isiga duyarli rutenyum merkezli bis(2-2’-bipiridil)(MATyr)2 Rutenyum(ll)
aminoasit-monomerin kimyasal sentezi i¢in uygulanan yontemde, 1g diklorobis(2-
2’-bipiridil) rutenyum(ll) (RuClz(bipyr).) saf su i¢inde ¢oziilmiis ve ¢dzelti 0 °C” a
sogutulmustur. Daha sonra trietilamin ve 1,0 g MATyr sulu ¢ozeltisi damla damla
RuCla(bipyr). ¢ozeltisine eklenmistir ve oda sicakliginda 30 dakika
karigtirilmistir. Karisim 80 °C’ da 24 saat reflaks edilmistir. Olusan kahverengi

kompleks siiziilmiis, eter ile yikanmis ve vakum altinda kurutulmustur (Sekil 3.3)

[61].
o —/ \— OH
> < HO \ N, N /
HN A
O----- Ru----- 0]
- NH
N N
/ N/ \ O) <
HO

Sekil 3.3. bis(2-2’-bipiridil)(MATyr).-Rutenyum (IT) molekiil yapisi

3.2.9. HRP kriyojel kolonun hazirlanmasi

375 uL HEMA monomeri, 70,75 mg capraz baglayict MBA, saflastirilan
HRP enzimi ile 50 uL MATyr-Ru-MATyr fotosensitif aminoasit monomeri suda
cozllerek 2 saat boyunca oda sicakliginda N2 gazi altinda karistirilmistir. Bu
islem bittikten sonra hazirlanan ¢6zelti, 5 mL’ lik siringa igine alinmis ve bir slire

buz banyosunda bekletilmistir. Daha sonra reaksiyonu baslatmak i¢in 6,5 mg APS
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ve 6,25 uL. TEMED karisima ilave edilmistir. Cozeltide polimerlesme baslayana
kadar buz banyosunda tutulmus ve sonra -20 °C’ de 24 saat bekletilmistir. 24 saat
sonunda polimerlesme tamamlanmistir. Hazirlanan kolon kullanima kadar

C2HsOH icerisinde +4 derecede saklanmustir.

3.2.10. HRP Kriyojel kolonun karakterizasyon ¢alismalari
3.2.10.1. FT-IR Analizi

Hazirlanan kriyojel kolondan 0.5 g tartilip ATR baglig1 kullanilarak FT-IR

cihaziyla spektrumu alinmistir.

3.2.10.2. Sisme Testi
HRP kriyojel kolondan bir parca kesilip 3.2.2.2” deki prosediire gore ilk ve
son agirligr belirlenmis, denklem 3.1. kullanilarak kriyojel kolonun su tutma

kapasitesi hesaplanmistir.

3.2.10.3. Yuzey Morfolojisi
HRP kriyojel kolondan bir parga alinip 3.2.2.3” deki prosediire gére SEM

ile ylizey morfolojisine ait gortintiiler alinmistir.

3.2.10.4. Yiizey Alam Ol¢iimii
HRP kriyojel kolondan bir parga almip etiivde 50 °C* de 1 gece boyunca
kurutulmustur. Ardindan polimer monolitinin BET cihaz ile spesifik yiizey alani

belirlenmistir.

3.2.11. PEDOT Polimerinin Sentezi

PEDOT/PSS sentezi igin iki farkli yontem uygulanmistir. Birinci yontemde;
100 ppm ticari HRP enzimi, 0,5 mL ticari EDOT monomeri, katkilama i¢in 0,055
M PSS, 5 mL DMSO ve pH 2 glisin tamponu icerisinde manyetik karistiricida 25
°C’ de 16 saat karigtirtlmistir.

Ikinci yontemde ise siirekli bir sistem kurgulanmistir. Strekli sistemde
EDOT’ dan PEDOT/PSS uretimi igin saflastirilan HRP* den sentezlenen kriyojel

katalik kolon kullanilmistir. Bu diizenekte peristaltik pompa hortumu C2HsOH ve

42



H20 ile yikanmistir. 5 mL’ lik siringa i¢ine hazirlanan HRP kriyojel kolonun {ist
kismma peristaltik pompa hortumu sabitlenmistir. HRP kolonun aktivite
gostermesi icin once kolona 10 ml 0,05 M H20: verilmistir. Asidik ortamda
polimerlesmenin reaksiyon hizi arttiindan 0,05 M pH 2 glisin tamponu
hazirlanmistir. Suda ¢6ziiniirliigii az oldugu i¢in 0,5 mL ticari EDOT monomeri
ve 0,055 M Na/PSS, 5 mL DMSQO’ da ¢oziinilip hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti
pH 2 glisin tamponu i¢ine son ¢ozelti 20 ml olacak sekilde ilave edilmistir. Daha
sonra 20 mL’ lik toplam ¢ozeltinin i¢ine peristaltik pompa hortumunun diger ucu
daldinlmis ve siirekli sistem olusturularak 0,2 mLdk? akis hizinda PEDOT
polimeri olusumu  gdzlenmistir  (Sekil 3.4). Iki deneyin sonuclari

karsilastirilmistir.

Sekil 3.4. Peristaltik pompa deney diizenegi

EDOT’ un olasi1 polimerizasyon mekanizmas1 Sekil 3.5” deki gibidir.

0/—\0 HRP, H202 X
n 2/_\( + X pH=2
H \S,CH

S0,Na
S0Na

Sekil 3.5. EDOT’ un polimerizasyon mekanizmasi [78]
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PEDOT’ un PSS ile vermis oldugu tepkime mekanizmasi ise Sekil 3.6° daki
gibidir.

PSS
\
-
O0=S=00=8§=00=8=00=8=00=8=0
I I | | |
OH OH =z, OH OH
Electronegativity: \\ S>> H*Y
C=255 Ionic bond |
S=2.58 } : N &
O=3.44 Q9 O (e P PEDOT
7\ S/ 0\ h
5 > S f > \)
‘P\\/ \!\'/KS/\\\,\/ \///}{[\S/\/S N /In
W\ b/ Y / A !f/{
> 7 ;7
O O O (@] (@] O
A / N/ N\ /

Sekil 3.6. PEDOT ve PSS arasindaki reaksiyonun sematik gosterimi [93]

3.2.12. PEDOT polimerinin karakterizasyon ¢calismalari
3.2.12.1. UV Spektoroskopik Olgumler

Sentezlenen PEDOT polimerinin dalga boyu UV spektrofotometre
cihazinda 220-800 dalga boyu araliginda dalga boyu taramasi yapilarak

belirlenmistir.

3.2.12.2. Floresans Olgumleri

Floresans Ol¢iimleri i¢in Once ticari olarak alinan 100 pL EDOT monomeri
300 nm’ de uyarilarak floresans spektrumu Olgiilmiistiir. Daha sonra enzimatik
yolla sentezlenen 100 uL PEDOT/PSS polimeri 300 nm’ de uyarilarak floresans

spektrumu ol¢iilmiistiir.

3.2.12.3. Molekiil Agirhg: Tayini

DMSO’ da ¢6ziilmiis olan PEDOT polimeri, PL aquagel-OH 8 pum’ lik
kolon ve % 0,02 NaNs iceren elient ile 1 mLdk? akis hiz1 ile GPC cihazinda
refraktif indeks dedektort ile tayin edilmistir. Tayin igin easivial PEG/PEO
standartlart kullanilmistir. PEG/PEO standartlarindan bir kalibrasyon grafigi elde
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edilmistir. PEDOT polimeri i¢in GPC kromatogramlar1 ve elde edilen kalibrasyon

grafiginden yararlanilarak mol kiitle araligi bulunmustur (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Anadolu Universitesi Kromatografi Laboratuvar1 GPC cihazi
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4. BULGULAR
4.1. Poli(HEMA-ko-AMPS)' nin Karakterizasyonu
4.1.1. Poli(HEMA-ko-AMPS)' nin FT-IR Spektrumu

Poli(HEMA-ko-AMPS) kriyojelinde (Sekil 4.1) 3300 cm™ civarinda (-OH) ve
1150 cm™ (-CO-0O-C) frekanslarinda HEMA’ daki fonksiyonel gruplara ait pikler
goriilmektedir. Bunun disinda 1656 cm™’ de AMPS’ deki birincil amin (-N-H) ve
1073 cm™?’ de siilfonik asit (-SOs-H) titresimine ait karakteristik bant
gozlenmektedir. 2900 cm™ civari gelen pik ~C-H bandinin gerilme titresimlerini,
1242 cm™™ de simetrik —C-H egilme titresimleri gozlenmektedir. AMPS yapisinda
bulunan karbonil grubuna ait C=O gerilme titresimleri 1717 cm™® de

g6zlenmektedir.

%T
£

45

“4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 700
cm-1
Name Description
———— Analyst88 Sample 088 By Analyst Date Friday, December 26 2014

Sekil 4.1. AMPS’ nin FT-IR spektrumu

4.1.2. AMPS Gomiilii Kriyojel Kolonun Sisme Testi
Poli(HEMA-ko-AMPS) kriyojeli capraz baglar iceren hidrofilik bir
polimerdir. Hidrofilitesine bagli olarak yapisina su alir ve sisme 6zelligi gosterir.

Polimer zincirleri sisme yaparak polimer sivi etkilesimi maksimum olur. Bu
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calismada sentezlenen kriyojel kolonun su tutma kapasitesi % 520 olarak
hesaplanmustir.

4.1.3. AMPS Gomulu Kriyojel Kolonun Yuzey Morfolojisi

Poli(HEMA-ko-AMPS) kriyojelinin ve poliHEMA) bos kriyojelin yiizey
morfolojisi SEM kullanilarak incelenmistir. Sekil 4.3> de gorildigi gibi
sentezlenen kriyojelin gdzenek boyutu oldukga blytktur ve heterojen bir gozenek
dagilimima sahiptir. Gozenek boyutunun biiylik olmasi yiizey alaninin biiyiik

olmasini saglamaktadir.

WD=118mm Wagz 350KX  EHT= 500KV A
ecn Fa
SE.

Sekil 4.2. Poli(HEMA) bos kriyojel kolon Sekil 4.3. Poli(HEMA-ko-AMPS) kriyojel kolon

4.1.4. AMPS Gomiilii Kriyojel Kolonun Yiizey Alam Ol¢iimii

Poli(HEMA-ko-AMPS) kriyojel kolonunun yiizey alan1 6l¢timii BET cihazi
ile yapilmistir. 10 noktada yapilan spesifik yiizey alan1 6l¢limii sonucu kolonun

spesifik yiizey alam1 80 m2g™ polimer bulunmustur.

4.2. Enzim Orneklerinin Protein Icerigi Tayini

Yaban turbundan uygun islemler sonrasi izole edilen HRP enzimi igeren ham
ekstrakt ile % 80 oraninda ((NH4)2SOs4) ¢oktiirmesi yapilmis 6rneklerin Bradford
yontemiyle icerdikleri protein miktar1 belirlenmistir. Bradford metodu bir 6rnek

igerisindeki protein miktarinin kantitatif olarak belirlenmesi i¢in kullanilan
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yontemlerden biridir. Bradford ayiracit olarak Commassie Brillant Blue G-250
boyasi kullanilmigtir. Bu yontem, Commassie brillant Blue G-250’nin fosforik
asitli ortamda proteinlere baglanma temeline dayanmaktadir. Olusan kompleks,
595 nm dalga boyunda maksimum absorbans gostermektedir. Proteine boyanin
baglanmasi, 2 dakika gibi ¢ok hizli bir zamanda gergeklesir.

Tayin isleminde, Bradford metoduna gore, pH 7 fosfat tamponu i¢inde farkli
derisimlerde standart protein (bovin serum albumin) igeren 6rnekler hazirlanmistir
ve bu oOrnekler Bradford belirteci ile 1:10 oraninda reaksiyona sokularak
maksimum dalga boyunda (595 nm) absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir. Absorbans
degerlerine karsilik gelen mikrogram protein degerleri, standart grafik olarak elde
edilmistir (Sekil 4.4). HRP enzimi i¢in 595 nm’ de okunan absorbans degeri 0,045
olarak Ol¢iilmiistiir ve standart egri yardimiyla protein miktar1 356 ppm olarak

bulunmustur.

0.09 -

0.08 - y = 0.0006x + 0.0236

R?=0.9954
0.07 -

0.06 -
0.05 -

Absorbans

0.04 1 == HRP enzimi
0.03 -

0.02 -
0.01 -

0 T T ) ppm
0 50 100 150

Sekil 4.4. Bradford standart grafigi
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4.3. Enzim Saflastirillmasi
4.3.1. FPLC Analizi

Yaban turbundan izole edilen HRP enzimi iyon degisim kromatografisi
yontemi ile FPLC cihazi kullanilarak saflastirilmigtir. Bu ¢aligmada iyon degisim
kromatografisinde, saflastirilmak istenen enzimin aktif bélgesinde bulunan Fe*®
iyonuna baglanacak uygun bir madde matrikse tutturulmus ve enzimi bulunduran
numune bu kolon iizerinden uygun pH’ da hazirlanmis tampon c¢ozelti ile
gecirilmistir. Bu ¢alismada; HRP enziminin saflagtirilmasina yonelik AMPS bagl
katyonik degistirici 6zellikte kriyojel kolon hazirlanmistir. HRP enzimi AMPS’
deki negatif ytiklii siilfonik asite baglanarak kolona tutunmustur.

Sekil 4.5° de ticari HRP enziminin AMPS gomiilii kolondan gegirilmesiyle
elde edilen kromatogram verilmistir. Sekil 4.6’ da elde edilen kromatogramda
gorilen ilk pik kolondan tutunmadan ¢ikan tiirleri ifade eder. Eliisyon ¢ozeltisi
gradientli olarak kolondan gecirilmeye baslandiktan sonra ise kolona girip tersinir
ve zayif baglarla tutunmus olan HRP enzimi kolondan ayrilmistir.

Kromatogramda gorulen ikinci pik ise saflagtirllan HRP enzimine aittir.

hrp aaps ticari 2001:10_UV — " _hrp aaps ticari 2001:10_Fractions hrp aaps ticari 2001:10_Inject

10.0

| 7 | 8 | o | 10 | m | 12 | 13 | 14 |15 | 16 | 17 |18 |Waste
10.0 15.0 20.0 250 30.0 ml

Sekil 4.5. POIi(HEMA-ko-AMPS) kriyojel kolonundan gegirilen ticari HRP’ nin kromatogrami

1 | 2 | 3 | 4 4§ s
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Sekil 4.6 incelendiginde poli(HEMA-ko-AMPS) kriyojel kolon kullanilarak
saflagtirrllan HRP enziminin verdigi kromatogram, kriyojel kolona ticari HRP

enzimi verildigindeki kromatogramla ortiismektedir.

“hrp 007:10_UV

mAU

Sekil 4.6. Poli(HEMA-ko-AMPS) kriyojel kolonu ile HRP saflastirilmasina ait kromatogram

4.3.2. Saflastirilan Enzimin Protein Miktar1 ve Aktivite Tayini

fyon degisim kromatografisi ile saflastirilan HRP enziminin protein igerigi ve
aktivitesi 3.2.5° de bahsedilen sekilde tayin edilmistir. Saflagtirma sonrasi HRP,
ortamda bulunan diger protein molekiillerinden basarili bir sekilde ayrildig: i¢in
FPLC’ den toplanan numunenin protein icerigi ham ekstrakt ve tuz ile
coktiirilmiis orneklere gore daha diisiik, aktivitesi ise bu O6rneklere gore daha
yiksektir. iyon degisim kromatografisi ile saflastirma sonrasi enzimin spesifik

aktivitesinde (Tablo 4.1) belirgin bir artig gdzlenmistir.
Tablo 4.1. HRP’ ye ait saflastirma tablosu

Numune Toplam Toplam Spesifik Saflastirma % Verim
Protein Aktivite (U) Aktivite Kat
(19) (Umg™) Sayist
Ham Ekstrakt | 1560 0.322 0.212 10 100
%80 AS | 135 0.212 1.56 7 65.8
Cok. Sonrasi
Poli(HEMA- | 14 0.081 5.64 27 25.15
co-AMPS)
kriyojeli ile
saflagtirma

sonrasi
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Tablo 4.2. HRP saflagtirilmasinin degisik arastirma gruplarinin ¢aligmalariyla karsilagtirilmasi

Referans Spesifik Aktivite Saflagtirma | Verim (%)
(Umg?) Katsayist

Mevcut Caligma 5.64 27 25.15

[94] 4.8 135 90.8

[95] 1.11 x 107 2.3 24.5

[96] 2.17 41 27.8

[97] 17.4 14 73

Iyon degisim kromatografisiyle yapilan saflastirilma sonrasi elde edilen
spesifik aktivitenin diger arasgtirma gruplarinin g¢aligmalartyla karsilastirilmasi
Tablo 4.2° de goriilmektedir. Tabloda goriildigi gibi; PoliHEMA-ko-AMPS)
kullanilarak saflagtirilan HRP’ nin spesifik aktivitesi ve saflastirma katsayis1 daha

once yapilmis ¢aligmalardan daha yuksektir.

4.3.3. HRP Aktivitesini Etkileyen Faktorlerin Incelenmesi
4.3.3.1. pH Etkisi

Saflagtirilan HRP enziminin aktivitesi 25 °C’ de farkli pH araliginda
Olctimler yapilmistir (Sekil 4.7). Aktivite islemleri sirasinda 10 mM TMB ve 20
mM H20. kullanilmistir. pH 2-7 aras1 tampon ¢ozeltiler kullanilarak yapilan
analizlerde, enzimin her bir pH degerinde farkli aktivite gosterdigi sonucuna
vartlmistir. Enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH degeri o enzim ig¢in
optimum pH’ dir. HRP enzimi pH 5 ve 6 araliginda iyi ¢alismakta, pH 5’ de ise

maksimum aktiviteye ulasmaktadir.
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Enzim Aktivitesi %

Sekil 4.7. Substrat olarak TMB kullanildiginda HRP aktivitesinin pH ile degisimi

4.3.3.2. Enzim Derisimi Etkisi

pH 5 tamponu, 10 mM TMB ve 20 mM H:O: kullanilarak yapilan aktivite
isleminde enzim derisiminin artmasiyla enzim aktivitesinin dogru orantili olarak
arttigr goriilmiistiir (Sekil 4.8). Enzim miktarinin fazla olmasi, {iriin miktarinin

fazla olmasin1 saglamaktadir.

40

120 -
100

S

2 80

=

< 60 —+—HRP

£ enzimi

N

c

L

20

0 T T T 1
10 20 30 40

-20
Enzim Derisimi (ppm)

Sekil 4.8. pH 5 tamponu ve TMB substrat1 kullanilarak olusturulan enzim derisiminin aktivite
Uzerine etkisi
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4.3.3.3. Sicaklik Etkisi

Sicakligin enzim aktivitesi iizerine etkisinin olgiimleri 25, 32, 37 ve 45°C’
de gerceklestirilmistir. Aktivite islemleri sirasinda pH 5 tamponu, 10 mM TMB
ve 20 mM H20: kullanilmuastir. Sekil 4.9.’da goriildiigii tizere HRP enzimi en iyi
aktiviteyi 37 °C’ de vermistir.

120 ~

100 -

—4—HRP

80 - -
enzimi

40 -

Enzim Aktivitesi %

O T T 1
0 20 40 60

Sicaklik (°C)

Sekil 4.9. Substrat olarak TMB kullanildiginda HRP aktivitesinin sicakliga bagli degisim grafigi

4.3.3.4. Substrat Derisimi Etkisi

Enzimin kendine daha fazla substrat baglayabilmesi icin reaksiyon
ortamindaki substrat derisiminin diisiik olmas1 gerekmektedir. Enzim aktivite
goOsterebilmek icin, ortamdaki substrat miktar1 arttiginda, kendine daha ¢ok
substrat baglayacaktir. Enzimin substrata tamamen doygunluga ulastigi noktada,
substrat miktar1 en yiiksek derisimlerde olmaktadir. Doygunluga ulagan enzimin

aktivitesi daha fazla artig gostermez ve bir siire sonra sabit kalir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. pH 5 tamponu ve farkli derisimlerde TMB kullanilarak olusturulan derisim grafigi

4.3.4. HRP’ nin Vmak ve Km Degerlerinin Belirlenmesi

HRP enziminin farkli substrat derisimlerine Kkarsi aktivitesi substrat
derisimine karsi ¢izilen enzim aktivitesi grafigi (Michaelis-Menten) parabolik
oldugu icin Lineweaver-Burk grafigi cizilerek belirlenmistir (Sekil 4.11).
Lineweaver-Burk grafigi 1/[S]’ e karst 1/V degerlerinin grafige gegirilmesiyle
elde edilmektedir. Enzim baglayabilecegi maksimum miktarda substrati
bagladiginda reaksiyon maksimum hiza ulasmakta ve HRP enzimi ic¢in Vmak
degeri bulunmaktadir. Km ise; Vmak/2’ ye karsilik gelen substrat derigimini ifade
etmektedir. AMPS’ ye karsi aktivitesi belirlenen HRP enziminin Vmak degeri
0.0027, Km degeri ise 32,96 olarak bulunmustur.

25000 y =11899x + 360.01
R2=0.9991
> 20000
—
15000
——HRP
10000 enzimi
5000
0
-0.5 0.5 1 1.5 2
-5000
1/ 1Sl

Sekil 4.11. Farkli derisimlerde TMB substrat1 ve pH 5 tamponu kullanilarak olusturulan

Lineweaver Burk Egrisi
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4.4. SDS-PAGE Analizi

Yaban turbundan izole edilen enzim Orneklerinin HRP igerigi ve iyon degisim
kromatografisi ile saflagtirilan HRP’ nin safligin1 belirlemek i¢in SDS-PAGE
analizi yapilmistir. Ornekler SDS varhginda, % 10’ luk poliakrilamid jelde
yuriitilmiistir. % 80° lik ((NH4)2SO4) c¢okturmesi sonucu elde edilen Ornekte
birden fazla bant gbzlenmesinin sebebi c¢ok sayida protein igermesindendir.

Saflastirilan HRP enzimi, ticari HRP enzimi ile ayn1 yerde gelmistir. Saflastirilan

enzimin ~42 kDa oldugu gézlenmistir (Sekil 4.12).
% 80 A.S. Tic. Saf.

42 kDa
—

Sekil 4.12. SDS-Page gorintisu
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4.5. HRP Kriyojel Kolonun Karakterizasyon Calismalari
4.5.1. Poli(HEMA-ko-HRP)' nin FT-IR Spektrumu

Poli(HEMA-ko-HRP) kriyojelinde (Sekil 4.13) 3400 cm™ (-OH) civar1 ve
1552 cm?! (-CO-0O-C) frekanslarinda HEMA’ daki fonksiyonel gruplara ait pikler
goriilmektedir. HRP’ nin yapisindaki karbonil (-C=0) grubuna ait gerilme
titresimleri 1715 cm™’ de goriilmektedir. Bunun disinda 1244 cm™’ de HRP deki
aromatik amin (-C-N) gerilme titresimine ait karakteristik bant ve ayrica 1657 cm”

1> de alken (-C=C-) grubuna ait gerilme titresimi gdzlenmistir.

1657.03cm-1, 64.15%T

%T

1715.51cm-1, 50.83%T

45

1152.31cm-1, 39.41%T
404 |

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 700
cm-1
Name Description
Analyst 86 Sample 086 By Analyst Date Friday, December 26 2014

Sekil 4.13. HRP’ nin FT-IR spektrumu

4.5.2. HRP Gomulu Kriyojel Kolonun Sisme Testi

HRP bagli sensitif kriyojel kolonu, ¢apraz baglar igeren hidrofilik bir
polimerdir. Hidrofilitesine bagli olarak yapisina su alir ve sisme oOzelligi
gOstermektedir. Polimer zincirleri sisme yaparak polimer sivi etkilesimi
maksimum olmaktadir. Bu caligmada sentezlenen kriyojel kolonun su tutma

kapasitesi % 740 olarak hesaplanmuistir.
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4.5.3. HRP Gomulu Kriyojel Kolonun Yuzey Morfolojisi

HRP bagh fotosensitif kriyojel kolon ve poliHEMA) bos kriyojel kolonun
(Sekil 4.14a) ylizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak
incelenmistir. Sekil 4.14b ve Sekil 4.13¢’ de goriildiigi gibi sentezlenen kriyojelin
g0zenek boyutu enzim immobilizasyonunu saglayacak kadar biiyliktir ve
heterojen bir gézenek dagilimina sahiptir. Gozenek boyutunun biiylik olmasi

yiizey alaninin biiyiik olmasini saglamaktadir.

W

o0 v WD =10.1mm Mag= 502X EHT = 500kv  Anadolu University —
Signal A = SE2 Faculty of Science ULTRA PLUS

WD=10.1mm Mag= 118X EHT = 5.00 kV Anadolu University 7
Signal A = SE2 Faculty of Science ULTRA

EISS
PLUS

(b)
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WD =10.1mm Mag= 301X EHT = 5.00 kV Anadolu University ZEISS

Signal A = SE2 Faculty of Science ULTRA PLUS

(©)

Sekil 4.14. (a) Poli(HEMA) bos kriyojel kolon (b) HRP bagli fotosensitif kriyojel kolon
(c) HRP bagl fotosensitif kriyojel kolon

4.5.4. HRP Gomiilii Kriyojel Kolonun Yiizey Alam Ol¢iim{i
HRP bagli fotosensitif kriyojel kolonunun yiizey alani 6l¢timii BET cihazi ile
yaptlmistir. 10 noktada yapilan spesifik ylizey alan1 Slglimii sonucu kolonun

spesifik yiizey alan1 84 m?g polimer bulunmustur.

4.6. PEDOT polimerinin karakterizasyon calismalar:
4.6.1. Polimer sentezi

Enzimatik polimerizasyon yontemi kullanilarak sentezlenmek istenen
PEDOT, once kriyojel kolon kullanilmadan dogrudan ticari HRP enzimi, H20,
ticari EDOT monomeri, PSS ve DMSO c¢ozeltisinde pH 2 glisin tamponu
icerisinde manyetik karistirida 25 °C’ de 16 saat boyunca karistirilmistir. 7. saatin
sonunda Sekil 4.15a’ da gorildiigi gibi karisimin ag¢ik mavi rengi ticari
PEDOT/PSS polimerinin rengine yakin hale gelmistir. 16. saatin sonunda ise
karigimin koyu mavi rengi ticari PEDOT/PSS’ nin rengiyle ortiisme gostermistir
(Sekil 4.15b).
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(b)

Sekil 4.15. (a) Karigimin 7. Saat sonundaki rengi (b) Karigimin 16. saat sonundaki rengi

Surekli sistemde sentezlenen HRP katalitik kolon kullanilarak hazirlanan
duzenekte; katalitik kolon 10 mL H20; ile doyurulmustur. Daha sonra bir beherin
igerisine ticari EDOT monomeri, PSS, DMSO ve pH 2 glisin tamponu 20 mL
olacak sekilde eklenmistir. Peristaltik pompanin hortumunun bir ucu HRP bagh
kolona diger ucu ise beherin i¢ine daldirilarak stirekli bir sistem (Sekil 16)

gerceklestirilmistir.

Sekil 4.16. 3. saat sonunda HRP bagl: fotosensitif kriyojel kolon kullanilan deney diizenegi
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Siirekli sistemde karisimin renginin 1. saatin sonunda acgik mavi renge
dontistigii gozlenmistir (Sekil 4.17a). Poli(HEMA-ko-HRP) katalitik kolonun yer
aldig siirekli sistemde 3. saatin sonunda ticari PEDOT/PSS’ nin rengiyle birebir

ayn1 oldugu gozlenen nihai PEDOT/PSS {iretilmistir (Sekil 4.17b).

(@ (b)

Sekil 4.17. (a) HRP bagl fotosensitif kriyojel kolon kullanilan deneyin 1.saat sonundaki rengi
(b) HRP bagli fotosensitif kriyojel kolon kullanilan deneyin 3.saat sonundaki rengi

Ayrica; Poli(HEMA-ko-HRP) kolonun PEDOT/PSS sentezinde tekrar
kullanilabilirligi ¢alisilmistir. Calismanin sonunda kolonun 5 kez caligabilirligi

goriilmiistiir.
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4.6.2. UV spektroskopik élgiimleri

Sekil 4.18” de ¢ozelti ortaminda sentezlenen PEDOT/PSS’ nin UV absorbans
piki 400 nm civar1 gelirken, Sekil 4.19° da saflastirlan HRP enzim tabanl
fotosensitif kriyojel kolondan enzimatik polimerizasyon yontemi ile sentezlenen
PEDOT/PSS polimeri 800 nm’ de gelmistir. UV piki ve absorbans degerindeki
artig literatiir verileri ile Ortiiserek polimerizasyonun gerceklestigi goézlenmistir
[98]. Siirekli sistemde UV spektrumu ile ¢ozelti fazinda UV spektrumuna dayali

karsilastirilma yapildiginda daha verimli bir iiretim gergeklestigi soylenebilir.

2,000

=.000 -

=000 -
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Zzzo,00 €400oo0 soooo0 . oo =11

Sekil 4.18. Cozelti ortaminda sentezlenen PEDOT/PSS polimerinin UV grafigi
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Sekil 4.19. Surekli sistemde sentezlenen PEDOT/PSS polimerinin UV grafigi
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4.6.3. Floresans Spektrum Olgumleri
3.2.12.2° de anlatildig1 gibi once ticari EDOT monomerinin 300 nm’ de
uyarilmayla elde edilen floresans spekturumu Sekil 4.20° de verilmistir. Burada

g6zlenen 378,02 nm dalga boyu literatiir verileriyle ortiismektedir [99].

250

200+

300.00,116.126

150+

598.97 ,74.928

100+

50
378.02, 22.294

T T T T 1
300 400 500 600 700
Wavelength (nm)

Sekil 4.20. Ticari EDOT monomerinin floresans spektrumu, Ex: 300 nm

Enzimatik polimerizasyonla sentezlenen PEDOT polimerinin 300 nm’ de

uyarilmayla elde edilen floresans spektrumu ise Sekil 4.21° de verilmistir.

1000+ ~
800
600

400

Intensity (au.)

200 +

300 400 500 600
Wavelength (nmy)

Sekil 4.21. Sentezlenen PEDOT/PSS’ un floresans spektrumu, Ex: 300 nm
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EDOT’ un 300 nm’ de uyarilmasi ile elde edilen floresans piki 378,02’ de
go6zlenirken, polimerlesmeden sonra elde edilen PEDOT/PSS’ nin floresans piki
500 nm civarinda ve yliksek siddetle gelmektedir. Bu farklilasma; EDOT’ un PSS
ile katkilanmasinin HRP ¢apraz baglh katalitik HEMA kolonla (HEMA-ko-HRP)
basladigini ve ¢ok hizli bir sekilde PEDOT/PSS’ nin sentezlendigini gostermistir.

4.6.4. Siirekli Sistemde Elde Edilen PEDOT/PSS’ nin Molekiil Agirhg
Tayini

Surekli sistemde poli(HEMA-ko-HRP) Katalitik kolonla sentezlenen
PEDOT/PSS polimerinin molekiiler agirligi Jel Gegirgenlik Kromatografisi ile
tayin edilmistir. DMSO da ¢6ziilmiis olan PEDOT, % 0,02 NaNs iceren eltent ile
1 mLdk?® akis hizi ile GPC cihazinda refraktif indeks dedektérii ile tayin
edilmistir. Tayin i¢cin PEG/PEO standartlar1 kullanilmis ve bir kalibrasyon grafigi
elde edilmistir (Sekil 4.22).

y =-1.0616x + 12.566
R*=0.9984

0 2 4 6 8 10 12
Allkonma Zamam (dk)

Sekil 4.22. PEG/PEO standartlar1 kullanilarak olusturulan kalibrasyon grafigi

Sentezlenen PEDOT/PSS polimeri i¢in GPC kromatogramlari (Sekil 4.23) ve
elde edilen kalibrasyon grafiginden yararlanilarak elde edilen molekiil agirhig
117788,8 gmol™ olarak bulunmustur. Kullanilan PSS’ nin molekiil agirligi 70000

gmol ™’ diir. Siirekli sistemde sentezlenen PEDOT’ un molekiil agirhig: ise:
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117788,8 gmol™ — 70000 gmol™ = 47788,8 gmol™ olarak hesaplanmustir.

Bulunan mol kiitlesinin 10* den biiyiik olmas1 ve molekiil agirliklar1 aralig1
literatlir wverileri ile ortliserek [100] polimerin sentezlendigi dogrulanmustir.
EDOT’ un molekiiler agirligi 142,18 gmol™ olduguna gore sentezlenen PEDOT
polimerinin molekil agirligmi  EDOT monomerinin  molekiil agirligina

boldiigiimiizde:

47788,8 gmol™ / 142,18 gmol™* = 336 tane EDOT monomerinin baglanmis oldugu

gorulmektedir.

RIDA &, Refractive Index Signal (30ZDEYPEDOTO01.DY

o 2 4 B 2 10 1z 14
[
File Inf # Time Area Height Width AreaX Symmetrp
LC-File |PEDOTO0.D 1 5.346 5453.5 106.9 06314 1529 0.277
File Path | C:AHPCHEMAYDATAMGOZDEY 2 7.042 18200.3 4372 0196 5103 1.234
Date | 21-May-15, 165051 3 7613 83913 4627 0.2548 2353 1.149
Sample |PEDOT 4 4.086 ey 2192.4 02136 9.297 1.286
Sample Info| akis hizi 1, %0.02 sodpumazid 5 8418 8708.6 752 01783 2442 1.132
Bacode E 9.083 7083 42023 0.2446 20779 2672
Operator 7 9.335 208621.9 14326 0.2162 53,497 0.694

Method | GOZDES M

Analysis Time |15.998 min
Samnlinn Rate [1A077 min 14732 carl 2977 datannint:

Sekil 4.23. Sentezlenen PEDOT/PSS polimerinin GPC kromatogrami
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5. YORUM VE SONUC

Iyon degisim kromatografisi diger kromatografik yontemlere kiyasla daha
yiiksek duyarliliga sahiptir. Cozeltideki farkli tiirdeki iyonlarin kolayca
ayrilmasini saglayabilir ve kullanilan dolgu maddeleri diger analitik yontemlerde
kullanilan dolgu maddelerinden daha ekonomiktir. Son yillarda yapilan
calismalarda goriilmistiir ki; iyon kromatografisinin ¢alisma alanlar1 yeni kolon
dolgu materyallerinin kullanimi ile birlikte ¢ok yiiksek molekiil agirlikli iyonik
orneklerin ayrilmasiyla olduk¢a genislemistir [55]. BOylece yeni biyomolekdllerle
calisma imkan1 oldukca artmaistir.

Bu caligmada yaban turbu bitkisinin koklerinden elde edilen HRP
enziminin saflastirilmasina yonelik katyonik degistirici tabanli kriyojel kolon
gelistirilmis ve bu kolonun enzimin saflagtirilmasindaki etkinligi incelenmistir.
Kriyojel kolon dolgu maddesi olarak aktif bolgelerinde kuvvetli bir asit olan
stilfonik asit (-SO3z'H*)’ e sahip AMPS kullanilmistir. AMPS’ nin, capraz
baglayict MBA varliginda HEMA monomeri ile polimerlestirilmesiyle
poli(HEMA-ko-AMPS) kriyojel kolonu hazirlanmigtir. Hazirlanan kolonun SEM
goruntisiinde yapiya géomiili AMPS kiirecikleri ve FT-IR spektrumunda AMPS’
ye ait pikler gorulmektedir. izole edilen HRP enzimine % 80 oraninda
((NH4)2S04) ¢oktiirmesi yapilarak en ¢ok aktivite gozlendiginden bu ornekler
FPLC cihaz1 kullanilarak kriyojel kolondan gecirilmis ve saflastirmaya ait
kromatogramlar elde edilmistir. Bu dogrultuda saflastirildigi diisiiniilen HRP
enzimi SDS-Page analizi yapilarak jelde yiiriitiilmiis, elde edilen bant yaklasik 42
kDa olarak goriilmiistiir. Bu durumda ticari HRP enzimi ile aym1 molekiiler
agirlikta oldugu saptanmustir.

Daha sonra saflastirilan HRP enziminin ELISA’ da kinetik 6l¢iimleri
gerceklestirilmistir. Saflastirilan enzime ait optimum pH 5 ve optimum sicaklik
degerleri 37 °C olarak ol¢iilmiistiir. Enzim igin Lineweaver-Burk grafiginden
hesaplanan Vmak degeri 0.024, Km degeri ise 92,27 dir. Km degerinin disiik
olmas1 enzimin substrata daha ¢ok ilgi gosterdigi anlamina gelmektedir.

Enzimlerin katalizledigi reaksiyonlar arasinda sadece kendi dogal

substratlart degil, bu yapilara olduk¢a benzeyen bilesikler de vardir [72-79].
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Enzimlerin kullanimiyla gerceklesen polimerizasyon reaksiyonlarinin pek g¢ok
avantaji vardir. Dogada kolaylikla bulunabildikleri i¢in yenilebilir kaynaklar
substrat olarak kullanabilirler. Bdylece sentezlenen polimerin {iretimini dogadaki
geri doniisiim zincirini bozmadan gergeklestirirler. Enzim Kkatalizli reaksiyonlarda
toksik madde kullanilmadigindan, herhangi bir ¢evre kirliligine sebep olmadan
polimerler elde edilebilir. Enzimlerin diger katalizorlere gore daha yiiksek
secicilige sahip olmalar1, ylksek aktivite gostermeleri ve tepkime sirasinda
istenmeyen reaksiyon vermemeleri Gstun Ozellikleri olarak soylenebilir. Son
yillarda yapilan caligmalar halkali yapiya sahip maddelerin enzimlerle
polimerlesebildiklerini ispatlamigtir [95].

Bu calismanin ikinci asamasinda; Saflastirillan HRP enzimi kullanilarak
iletken bir polimer olan PEDOT’ un sentezi gergeklestirilmistir. Bu amagla
katalizor olarak HRP, monomer olarak EDOT, yukseltgen olarak H20o,
katkilamay1 arttirmak i¢in PSS, ¢Oziiniirligi arttirmak icin DMSO ve cozelti
tamponu olarak pH 2 glisin tamponu kullanilmistir. Asidik ortamin
polimerlesmeyi arttirdigi, ayn1 zamanda enzim aktivitesini diislirdigii de
bilinmektedir [78]. Oncelikle ¢dzelti ortaminda PEDOT/PSS sentezlenmis; daha
sonra HRP kriyojel kolon kullanilarak siirekli sistemde PEDOT/PSS sentezleme
islemi gerceklestirilmistir. Cozelti ortamindaki polimerlesmenin 16 saat sonunda,
srekli sistemdeki polimerlesmenin ise 3 saat sonunda PEDOT/PSS sentezini
gerceklestirdigi ve HRP enzim aktivitesini kaybetmeyerek katalizor gorevi
gordiigii  gorilmiistir. PEDOT saf durumdan oksidasyon seviyesine
yiikseltgendiginde, elektrokimyasal yapisinda oldugu kadar fiziksel gorintisiinde
de rengi agisindan degisiklige ugrayarak koyu mavi renge doniismistiir. Bunun
sebebi de iletken polimerik yapinin, yapilan yiikseltgen islemden sonra daha
yuksek dalga boylarinda soniimleme yapacak olmasidir.

Bir polimer sentezlenirken olusan polimer zincirinin uzunlugu, polimer
reaksiyonunun her basamaginda farklilik gosterdiginden elde edilen molekul
kitleleri ortalama degerlerdir. Bu ortalama degerlerin belli bir biiyiikliikten fazlasi
dikkate alinarak olusan polimerin molekiil kiitlesi belirlenir. PEDOT/PSS
zincirinin 10% den biiyilk olmasi sentezlenen yapinin polimer biiyiikliigiinde

oldugunu ispatlamistir. Daha 6nceki c¢alismalarda PEDOT polimeri FeCls ve
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Fe(ltosilat gibi, PSS disinda PEDOT igin yikseltgen ozellikleri uygun olan
katkilayicilarla polimerlestirilmis ve molekiil agirliklar1 GPC ile saptanmistir
[100]. Bu c¢alismalar sonucu saptanan molekiil agirliklar, PEDOT/PSS ile
ortismektedir fakat PSS kullanimi FeCls ve Fe(llltosilat kullanimindan daha
avantajhidir. FeCls ve Fe(lll)tosilat gibi katkilayicilar da oksidatif polimerizasyon
icin gereklidir fakat PSS kullanildiginda oktidatif polimerizasyonda katkilama ile
olusan hatalar gerceklesmemektedir. Ayni molekiilde negatif yiiklii iyonlar1
igerdigi i¢in suda ¢Ozniiriligl ve iletkenligi diger katkilayicilara gore daha
fazladir.

Enzimatik polimerizasyon yontemi ile saflastirilan HRP enzimi
kullanilarak ANADOLUCA yontemiyle hazirlanan kriyojel kolonla sentezlenen
PEDOT/PSS; ¢ozelti ortaminda sentezlenen PEDOT/PSS’ ye goére daha kisa
slirede sentezlenmis ve daha yiiksek verime sahip oldugu goriilmiistiir.

Tekrarlanabilirligi daha fazladir, bdylece biiylik derisimlerde enzim
sarfiyatina sebep olmadan PEDOT/PSS polimeri sentezlenebilir.
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