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Bu ¢alismada rutenyum tabanli amino asit monomerleriyle fotosensitif
capraz baglama (ANADOLUCA) yontemi kullanilarak, yapisinda birden fazla
enzim barindiran nano yapilar sentezlenmis ve sentezlenen bu nano-enzimlerin
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) uygulamalarinda kullanimlari
incelenmistir. Bu amagcla ilk olarak horseradish peroksidaz (HRP) ve alkalen
fosfataz (ALP) enzimleri, bis (2-2’-bipiridil) (MATyr), rutenyum (11) fotosensitif
monomeri ile ¢apraz bagli nano yapilar mikro emiilsiyon polimerizasyon yontemi
ile giin 15181nda, azot atmosferinde ve oda sicakliginda sentezlenmis ve bu nano
yapilar gecirgenlik elektron mikroskobu (TEM), atomik kuvvet mikroskobu
(AFM), zetametre ile boyut ve potansiyel analizi ile karakterize edilmistir.

Calismanin ikinci agsamasinda, HRP ve ALP’nin ¢apraz baglandigi hetero
nano-enzim ile kinetik calismalar yapilmistir. Kinetik caligmalar sonucunda
hetero nano-enzimin tetrametilbenzidin substratina kargt optimum pH’ 15, K= 26
MM Vima=1,24 x 102 U ve p-nitrofenilfosfat substratina kars1 optimum pH’ 1 10,
Kn=0,516 MM ,Vpa= 1,70 X 10* U olarak bulunmustur. Yiiksek sicakliklarda
serbest enzimler denatiire olurken sentezlenen hetero nano-enzim yapi aktivitesini
kaybetmemistir. Tekrarlanabilirlik calismalari, metil alkol ile yikanan nano
yapinin aktivitesinde on besinci tekrarda bile onemli bir diisiis olmadigim
gostermistir.

Calismanin son asamasinda nano enzim yapisi antikor ile konjuge edilerek
ELISA uygulamalari gergeklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler : Nanoenzim, HRP, ALP, Fotosensitif Monomer, ELISA



ABSTRACT
Master of Science Thesis

HETERO NANO-ENZYME STRUCTURES
HAVING MULTIPLE FUNCTIONS
AND THEIR ELISA APPLICATIONS

Ender KOSE

Anadolu University
Graduate School of Sciences
Chemistry Program

Supervisor: Prof. Dr. Ridvan SAY
2015, 51 pages

In this study, nanoparticles having multiple functions were synthesized
using ruthenium based photosensitive amino acid monomers by cross-linking
technique (ANADOLUCA) and the use of synthesized nanoparticles in ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) applications was investigated. For this
purpose, firstly, cross-linked nano structures were prepared by microemulsion
polymerization technique at room temperature under daylight and nitrogen
atmosphere using horseradish peroxidase (HRP), alkaline phosphatase (ALP)
enzymes and bis (2-2’-bipyridyl) (MATYyr), rutenium (Il) photosensitive
monomers. Then, these structures were characterized by transmission electron
microscopy (TEM), atomic force microscopy (AFM), zeta potential
measurements.

In the second part of the study, kinetic studies of the nanoenzymes were
carried out. The obtained results showed that hetero nano-enzyme exhibited
maximum activity towards tetramethylbenzidine (TMB) and paranitrophenyl
phosphate (p-NPP) as substrates at pH 5 and pH 10, respectively. The kinetic
parameters Ky, and Vnax values were 26 mM and 1,24 x 102 U for TMB and
0,516 mM, 1,70 x 10U for p-NPP. The free enzymes denaturate at high
temperatures. However, hetero nano-enzyme structure has not loss its activity.
The reusability studies showed that there is no significant loss of activity of the
nanostructure washed with ethanol even after 15 cycle.

In the final step of the study, nano enzyme structure was conjugated with
antibody and ELISA applications were carried out.

Keywords: Nano Enzyme, HRP, ALP, Photosensitive Monomer, ELISA
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1. GIRIS

1.1. Nanoteknoloji

Latince ciice anlamina gelen “Nano” kelimesi teknik olarak herhangi bir
fiziksel biiyiikliigiin milyarda biri demektir. Nanometre olarak tanimlanan
uzunluk birimi ise metrenin milyarda biri veya milimetrenin milyonda biri olarak
ifade edilmektedir. 20000-50000 nm araliginda bulunan insan sag telini, 2500 nm
olan insan alyuvarlarint ve DNA boyutu gibi ¢iplak gozle géremedigimiz farkl
yapilar1 Sekil 1.1’ deki boyut skalasi incelendiginde nanometre 6l¢iisii daha net

anlasilmaktadir [1].
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Sekil 1.1. Farkli yapilarin boyut skalasinda gésterimi [1].

Boyutlart 100 nm ve altinda olan tozlara nanotozlar ve/veya
nanopartikiiller ~denmektedir. Kii¢ilk boyutlar1 sayesinde nano-yapilarin
beklenmeyen oOzelliklerini fizikgiler, kimyacilar, metalurjistler, biyologlar ve
miithendisler disiplinler arasi g¢alismalarla anlamaya ve bunlari insanhigin

ihtiyaclart dogrultusunda kullanmaya ¢alismaktadirlar [2].



Nanoteknoloji terimi; yapisal 6zellikleri atomlar ile hacimsel malzemeler
arasinda kalan, en az bir boyutunun nanometre (1 nm = 10 m) skalasinda olan
ustiin Ozellikli malzemelerin tasarlanmasi ve iiretimlerini tanimlamakla birlikte,
nanoyapilara yeni olaganiistii 6zellikler kazandirmay1 ve nanoyapili malzemelerin
islevsel olarak kullanimlarimi kapsamaktadir [3]. Farkli boyutlardaki tipik

nanomalzemelerin listesi Cizelge 1.1’ de verilmektedir.

Cizelge 1.1. Nanomalzeme ornekleri [2].

Yapi Yaklasik Boyut Malzeme

Nano-kristaller ve Metaller, yart iletkenler,

kiimeler (Kuvantum Cap, 1- 10 nm manyetik
noktalar1)
Nano-partikiiller Cap, 1 - 100 nm Seramik oksitler

Metaller, yariiletkenler,
Nano-teller Cap, 1 - 100 nm oksitler,
siilfiirler, nitratlar

Nano-tiipler Cap, 1 -100 nm Karbon

Nano-poroziteli katilar Porozite ¢ap1 0,5 — 10 nm Zeolitler, fosfatlar

2 boyutlu siralaniglar Metaller, yariiletkenler,

Birkag nm? pm?

(nanopartikiillerin) manyetik malzemeler
Ince filmler Kalinlik, 1 - 21000 nm Farkli malzemeler

3 boyutlu yapilar Her ii¢ boyutta da Metaller, yariiletkenler,
(stiperlatisler) birka¢ nm manyetik malzemeler

Nanoteknolojiye gittikce artan ilginin sebebi, malzemenin biiyilikligi
nanometre Olgegine indik¢e klasik mekanik teorilerin gegerligini kaybetmesi ve
kuantum etkilerinin belirgin bir sekilde goziikmesi sonucunda nano-yapili
malzemelerde hi¢ beklenmeyen farkli fiziksel ve kimyasal 6zelliklerin ortaya
cikmasidir. Ornegin karbon hacimsel yapida diisiik mukavemete sahipken, karbon
nano-tiiplerin ayn1 boyutlu celikten 100 kat daha mukavemetli oldugu tespit

edilmistir. Ayrica karbon atomlarindan olusan elmas iyi bir yalitkan oldugu halde,



bir boyutlu karbon atom zincirinin altin ve giimiis zincirlerinden daha iyi iletken
oldugu ve istenildiginde karbon nanotiiplere  yariiletken  6zelligi
kazandirilabilecegi goriilmiistiir. Malzemelerin davranislarindaki degisimle ilgili
bu tiir 6rnekleri uzatmak miimkiin olup, kazanilan yeni ozellikleri nanobilim
aciklamaya ¢aligmaktadir.

Giliniimiizde yogun ilginin bulundugu nanoteknoloji konusunun aslinda bir
bucuk asir 6ncede aym terim kullanilmasa da ilgi c¢ektigi Michael Faraday’ in
“Philosophical Transactions of the Royal Society” de 1857 yilinda yayinlanan
makalesinden anlasilmaktadir. Makalede 19. yiizyilin ortasinda bir¢ok kisinin
maddelerin boyutu kigiltiildiikce 6zelliklerinin ne oldugunu anlamaya calistigi
ortaya c¢ikmaktadir. Faraday’ in arastirdigi malzemeler arasinda altin kolloidal
¢ozeltileri en {inliisii olup, bu renklerden bir tanesi olan yakut kirmizisi, 100 nm’
nin altinda partikiiller icermektedir. Bu sebeple Faraday’ 1 nanomalzemeler
tizerinde sistematik calismalar yapan ilk bilim adami olarak tanimlamak uygun
olacaktir. Bununla birlikte nano-yapilarin kullanimmin en 6nemli gostergesi
Mayalarin mavi boyasinin rengini bir organik pigmentin, oksit siiperlatislerinin ve
metal nanopartikiillerinin bir araya gelmesiyle, parlak ve kimyasal olarak kararli
bir pigment olusturmasiyla meydana geldigine inanilmasidir. Ayrica altin
kolloidleri, cam boyalarinda ve altin tuzlarmin kalay kloriir kullanilarak
indirgenmesiyle elde edilen Cassius’ un nanopargacikli mor pigmentinde genis
olarak bulunmaktadir.

Gilintimiizdeki nanoteknoloji akimini fikir olarak 1959 yilinda Amerikan
Fizik Toplulugu’na konusma yapan ve daha sonra Nobel 6diilii kazanan Richard
P. Feynman baslatt1 ya da en azindan bu diisiinceyi somut hale getirdi. “En altta
biraz yer var” baglikli konugsmasinda tiim Britannica Ansiklopedisini toplu ignenin
basina yazilabilecegi Ornegini verdi. Aym zamanda tekil atomlarin hareket
ettirilmesi, bilgisayarlarin kiiciiltiilmesi ve bu kiigiiclik ayrintilar1 gormek igin
daha 1iyi teknikler ve makineler gelistirilmesinden bahsetti. Dr. Feynman'in
konusmas1 tamamen teorikti ve fantastik goriiniiyordu. Fizik kurallariin tekil
atomlar1 ya da molekiilleri hareket ettirmenin ve islemenin engel olmadigin tarif
etti. Atomlarin tam olarak islenebilecegi zamanin 6nlenemez olarak gelecegini

dogru tahmin etti. Feynman’in konugmasi sadece ABD’de degil diger iilkelerde de



etkili olmus ve bu konu iizerinde ¢alismalar baslamistir. Bu diisiince akiminin
etkisinde Japonya, Tokyo Bilim Universitesinde calismalarini siirdiiren Norio
Taniguchi 1974 yilindaki bildirisinde ilk defa nanoteknoloji terimini kullanarak
literatiire bu terimi sokan kisi olarak bilim tarihine ge¢mistir. Aym tarihte tek
atom katmanindan olusan ince filmlerin {iretimi Finlandiya’da Dr. Tuomo Suntola
ve ekibi tarafindan gergeklestirilmistir. 1981 yilinda taramali tiinel
mikroskobunun (STM) icadi ve bundan birka¢ yil sonra 1984’de atomik kuvvet
mikroskobunun (AFM) gelistirilmesiyle nano boyutta 6l¢iim yapmak miimkiin
oldugundan nano-teknoloji alanindaki ¢alismalarin artis1 ve hizli ilerlemeler bu

tarihlerden sonra baslamistir [4-7].

1.1.1. Nanopartikiiller

Secilmis fizikokimyasal ozelliklere sahip malzemelerin {iretimi, yeni
teknolojilerin gelismesi ig¢in ¢ok Onemlidir. Bu amagla kimya ve malzeme
bilimciler yeni molekiilleri sentezleyerek veya bilinen malzemeleri karistirarak
giinlimiize kadar plastikler, patlayicilar, ilaglar, ylizey aktif maddeler, metaller,
metal alagimlar1 ve seramikler gibi farkli siniflarda hayatimizin vazgecilmezleri
arasinda bulunan bir¢ok malzeme iiretmisler ve liretmeye devam etmektedirler.
Fakat son yillardaki strateji; maddelerin nanopartikiil haline indirgenmesini,
istenilen sekilde kimyasal bilesimini ve Ozelliklerinin degistirilmesini temel
almaktadir. Bu konu iizerine ilginin yogunlagsmasinin temel sebebi maddelerin
belli boyut araliginda hacimsel yapilardan farkli olarak olagandisi 6zellikler ve
islevsellik  sergilemeleridir.  Sik¢a  Dbelirtilen  nanopartikiil ~ 6zelliklerinin
cekiciliginin glinimiizde bilinen nedenleri ise kuantum boyut etkileri, elektronik
yapisinin boyut bagimliligi, yiizey atomlarinin benzersiz karakterleri ve yiiksek
yilizey / hacim orani olarak 6n plana ¢ikmaktadir. S6zii edilen etkilerin varlhig
partikiil boyutunu malzemenin fizikokimyasal 6zellikleri i¢in kritik dneme sahip
duruma getirmektedir. Olagandis1 6zelliklerin sonucu olarak nano-partikiil sentezi
yiiksek aktiviteli katalizorler, optik uygulamalar icin 6zel teknolojik malzemeleri,
stiperiletkenler, asimnmaya Karsi etkili katkilar, yiizey aktif maddeler, ilag
tasiyicilar ve 6zel teshis aletleri gibi bir¢ok teknolojik ve farmakolojik iiriinlerin

hazirlanmasmin yolunu agmistir. Bunlarin yani sira, malzemelerin nano-boyut



seviyesinde kontrolii nanotasiyicilar, sensorler, nanomakinalar ve yiiksek
yogunluklu veri depolama hiicreleri gibi kendine 06zgii islevsellige sahip
minyatiirlestirilmis aygitlarin  gergeklestirilmesine izin vermektedir. Ayrica
muazzam sayida nanoparcacigin birlestirilmesi ile kompleks, insan boyutlu
makinalarin yapimi gergeklestirilebilir. Agik¢a goriilmektedir ki, nanoteknolojik
yeni gelismeler i¢in vazgegilemez ilk adim nanopartikiillerin tiretimidir.
Nanoteknolojik malzemelerin ¢ikis noktasini olusturan nanopartikiiller
genis bir kimyasal aralik ve morfolojide iiretilebilirler. Giiniimiizde g¢ekirdek-
kabuk, katkili, sandvig, bosluklu, kiiresel, cubuk benzeri ve ¢ok yiizlii gibi farkli
morfolojilere sahip metal, metal alasimi, seramik ve polimer esasli veya bunlarin

karisimindan istenilen 6zelliklere sahip nanopartikiiller hazirlanabilir [8].

1.1.2. Nanopartikiillerin iiretim yontemleri

Nanopartikiillerin iiretiminde kullanilan yontemler; asagidan yukari
“bottom up” ve yukaridan asagi “top down” olarak adlandirilan iki ana yaklasim
altinda incelenmektedir (Sekil 1.2). Yukarindan asagiya yaklasimina dahil olan
yontemlerde hacimsel malzemeye disaridan mekaniksel ve/veya kimyasal iglemler
ile enerji verilmesi sonucunda malzemenin nano boyuta kadar inebilecek kiiciik
parcalara ayrilmasi esas alinmaktadir. Yukaridan asagiya yaklasimi ile calisan
yontemlere verilebilecek en genel Ornekler; mekanik 6giitme ve asindirma
olabilir. Bu tekniklerde klasik 6&iitme islemlerinden ¢ok daha fazla ener;ji tiiketimi
gerceklestiginden yiiksek enerjili 6glitme veya yiiksek hiz degirmenleri olarak da
adlandirilmaktadirlar. Asagidan yukariya yaklasimina dahil yontemler ise; atomik
veya molekiiler boyuttaki yapilari kimyasal reaksiyonlar ile biiyiiterek partikiil
olusumunun gergeklestirilmesi olarak tanimlanmaktadir. Nanokristalin metal ve
alagimlarinin tiretiminde kullanilan ilk yontem olan gaz yogunlastirma teknigi
asagidan yukartya yaklasimiyla ¢alismaktadir. Kimyasal buhar kaplama, kimyasal
buhar yogunlastirma, sol jel ve sprey piroliz yontemleri de bu yaklasimin en g¢ok

bilinen diger tiyeleridir [9].
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Sekil 1.2. Nanopartikiil iiretiminde kullanilan yaklagimlar [9].

Nanopartikiil tiretiminde kullanilan yontemlerin yukarida agiklanan ayrim
disinda buhar, siv1 ve kat1 yontemler temelli olarak da ii¢ ayr1 siniflandirilmasi
miimkiindiir. Mekanik enerjinin kullanildigi gibi fiziksel 6zelliklerin 6n plana
ciktigr yontemler fiziksel ve kimyasal reaksiyonlarin gergeklestigi yontemler ise

kimyasal temelli olarak kabul edilmektedir.
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Sekil 1.3. Nanapartikiil {iretim yontemlerinin sematik olarak gdsterilmesi

Sekil 1.3’ de nanopartikiillerin iiretim yontemleri sematize edilmistir. Bu

tezin ¢aligmalar1 dogrultusunda sentezlenen nano yapilar, R. Say ve arkadaslari



tarafindan patenti alinmis ‘‘Rutenyum tabanli amino asit monomerleriyle
fotosensitif capraz baglama ve ANADOLUCA konsept yontemi” ile

sentezlenmistir.

1.1.3. Rutenyum tabanh amino asit monomerleriyle fotosensitif ¢apraz
baglama ve ANADOLUCA yontemi

Yasam bilimleri ve biyoteknolojide kullanilmak iizere gelistiren
ANADOLUCA konsept yontemi (ANADOLUCA-AmiNoAcid (monomer)
Decorated and Light Underpining Conjugation Approach), rutenyum tabanli,
fotosensitif (1s1ga duyarli), amino asit monomer ve oligomerlerinin sentezleri;
fotosensitif proteinlerin konjugasyonu ve ¢apraz baglanmasi islemlerinde
kullanilmak iizere tasarlanmistir. Farkli hiicre tiplerini, dokular1 ve diger hedefleri
algilamak igin istenen mikro veya nanoyapilar entegre edilebilir. Protokol, bir ¢ok
proteinde yer alan sistein, triptofan ve tirozin amino asitlerine rutenyum tabanl
amino asit monomerler tarafindan elektron kusaklar atilarak saglam ¢apraz bagh
konjugasyon islemleri ile gergeklesmektedir. 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, siiperparamanyetik
partikiillere, nanokristallere, karbon nanotiiplere, Ag/Au nanopartikiillere ve Au
yiizeylerine  protein  entegrasyonu yani  sira  proteinimsi  polimerik
nanopartikiillerin hazirlanmasinda ve ilgili yiizeylerle entegrasyonuna da
uygulanabilir.

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 nanobiyokonjugantlarin
olusturuldugu bir yontemdir.

Bu yontem ile multifonksiyonel, biyouyumlu, stabil ve spesifik mikro ve
nano biyokonjugasyon iglemleri sagladigi gibi kataliz ve tayin amaghda
kullanilabilir. Olusan nano-biyokonjugantlarda proteinlerin fonksiyonu ve

konformasyonlari etkilenmez, pH ve sicakliktan bagimsiz bir yontemdir [10].



Say ve arkadaglarinin  Process Chemistry dergisinde yayimnlanan
caligmasinda lipaz enzimi tasiyici nanoprotein partikiiller, rutenyum tabanli amino
asit monomerleriyle fotosensitif ¢agraz baglama ve ANADOLUCA yo6ntemi
kullanilarak  sentezlenmistir. Nanopartikiillerin karakterizasyonu gecirimli
elektron mikroskobu (TEM) ve zeta boyut analizi ile belirlenerek ortalama
partikiil boyutu yaklasik 100 nm olarak bulunmustur.

Serbest lipaz ve sentezlenen lipaz nanopartikiillerin aktiviteleri p-
nitrofenilpalmitat  (pNPP)  hidrolizi  sonucunda  absorpsiyon  artisinin
spektrofotometrik olarak 405 nm’ de takibiyle olgiilerek, hidrolitik aktivite
tizerine pH, sicaklik gibi parametrelerin etkisi incelenmistir.

Calismanin son asamasinda lipaz nanopartikullerin kararliligimi ve
tekrarlanabilirligini gdstermek i¢in, ayni nanopartikiller ardi ardina 10 kez
kullanilmstir. Sterilizasyon i¢in her dongii sonrasinda nanopartikiiller 6nce etanol
ile daha sonra su ile yikanmistir. 10 dongii sonrasinda lipaz nanopartikiillerin
enzimatik aktivitesinde kayda deger bir azalma gozlenmemistir [11].

Say ve grubunun yaptigi bir diger calismada ise TNF-o tayini icin
reflektometrik interferans spektroskopisine dayali sensor sistemleri hazirlanmistir.
Bu amacla fotosensitif nanoyapili TNF-a ANADOLUCA konsept yontemine
gore MATYr-Ru-MATyr aminoasit monomeri kullanilarak sentezlenmistir.
Hazirlanan TNF-a nanopartikiiller TNF-a tayininde sensor olarak kullanilmistir.
Elde edilen sonuglar hazirlanan nanosensoriin TNF-o nin  segici  olarak

tayininde etkin sekilde kullanilabilirligini gostermistir [12].

1.2. ENZIMLER

Enzimler canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlari hizlandiran ve
higbir yan iiriin olusmasia izin vermeden cok yiiksek verimlerle {iriin elde
edilmesini saglayan, protein yapisindaki biyolojik katalizdrlerdir. Proteinlerin en
biiyiik ve en ¢ok 6zellesmis grubunu teskil ederler [13].

Enzimlerin, diger kimyasal Kkatalizorlere gore bircok {stiinliikleri

ye

bulunmaktadir. Biyokimyasal katalizorler, reaksiyon hizini yaklasik 10%

kadar arttirirken, diger katalizorler 10% - 10° kadar artirabilmektedir.



Enzimler, oldukca spesifik maddelerdir. Enzimle iligkili olan substrata ¢ok
benzeyen maddeleri, hatta ayni maddenin stereoizomerlerini bile doniisiime
ugratmazlar. Bu yliksek secicilik sayesinde en basit bir hiicrede bile ayn1 anda
yiizlerce biyokimyasal reaksiyon meydana gelmektedir [13,14].

Bazi enzimler katalizleme reaksiyonlarini yalniz protein yapilariyla yerine
getirirken bazilar1 da protein yapisinda olmayan gruplara ihtiya¢ duyarlar,
“kofaktor” adi verilen bu gruplar bir metal iyonu olabildigi gibi “koenzim” adi
verilen kompleks bir organik bilesik de olabilir. Bazen aktivite i¢in ikisi de
gerekebilir. Koenzimle birlikte olan enzim molekiiliine "haloenzim", kofaktorsiiz
olan protein kismina ise "apoenzim” denir. Apoenzimlerin protein yapisindaki
aminoasit tiirleri ve dizilisleri her enzimde farklilik géstermektedir. Bu nedenle
enzimin 6zelligini ve 6zgiilliigiinii belirleyen kisim apoenzimdir. Apoenzimler tek
baglarina aktivite gostermezler, ancak koenzimle birlikteyken katalitik aktivite
kazanirlar [15].

Enzimler sadece canli hiicreler tarafindan sentezlenir. Bu enzimlerin bir
kismi hiicre icinde kalir ve burada faaliyet gosterir. Bu tip enzimlere

’

“intraseliiler’’ (hiicre i¢i) enzimler denir. Bazi enzimler ise hiicre icinde
sentezlendikten sonra hiicre disina salinir ve burada fonksiyon gosterir. Bunlara
da “‘ekstraseliiler’’ (hiicre dis1) enzimler denir.

Enzim tarafindan degisiklige ugratilan maddelere “‘substrat’’ denir.
Substratlar enzimde “‘aktif merkez’’ denilen 6zel bir bolgeye baglanirlar. Polipeptit
zincirinin belirli kisimlarinin 6zel katmanlari ile olusan bu aktif merkez, katalitik
aktiviteden sorumludur. Aktif bdlge substrati baglayarak enzim-substrat

kompleksi olusturur. Substrat {irlin yapisina gevrilir ve sonra enzim {iriinden

ayrilir.

k%1 ko . ks .
S+E —= ES —= EU E+U
kl k'z k03

Sekil 1.4. Enzimlerin genel ¢alisma prensibi



Alman Kimyact Emil Fischer 1894 yilinda enzimin aktif bolgesiyle
substratin olusturdugu spesifik Enzim-Substrat kompleksini Anahtar-Kilit iliskisi

ile tasvir etmistir.

Enzim-Substrat Kompleksi

Sekil 1.5. Anahtar-kilit modeli

1.2.1. Enzimlerin Siiflandirilmasi

Enzimler kullanildiklar1 substratin veya katalizledikleri reaksiyon tipine
gore adlandirilmaktadir. Enzimin etkiledigi substrat ve reaksiyon tipi ‘-az’ eki
getirilerek adlandirilmistir. Ancak son zamanlarda bu sekilde adlandirilmalar
onemini kaybetmistir. Yeni kesfedilen ve sayilar1 giinden giine artan enzimler
Uluslararas1  Biyokimya Birligi tarafindan yeni bir adlandirilmaya ve
siiflandirilmaya tabi tutulmustur.

Yeni siniflamada enzimlere 4 numara verilmektedir. Ilk numara enzimin
alt1 siniftan hangisine ait oldugunu, ikinci numara etki ettigi kimyasal yapiy1 veya
fonksiyonel grubu, iiclincli numara akseptorii, dordiincii numara ise belli bir
smifta enzimin aldig1 sira numarasini gostermektedir. Sekil 1.6 de horseradish

peroksidaz ve alkalin fosfataz enzimlerinin kodlandirilmasi gosterilmistir.
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HRP ALP
EC1.11.1.7 EC3.1.3.1

Enzim \ ‘ L)Alkalinfosfataz
Siniflamasi Fosforik-monoester hidrolaz

Oksidorediiktaz Ester baglarini etkileyen
Peroksidaz akseptorii Hidrolaz
Peroksidazlar ¢——— L5 Siniflamasi
Peroksidaz (Horseradish) < > Enzim

Sekil 1.6. HRP ve ALP enzimlerinin kodlandirilimasi

Oksidorediiktazlar: Redoks reaksiyonlarini katalizler. Bu sinif enzimlerin
substratlart  genellikle elektron ve hidrojen vericidir. Dehidrojenazlar ve
rediiktazlar bu gruptandir. Oksijen, elektron veya hidrojen alicisi ise bu durumda
oksidazlar olarak isimlendirilirler. Alkol- dehidrojenaz, rediiktaz, tirosinaz bu
grubun Ornekleridir.

Transferazlar: Verici iizerindeki bir fonksiyonel grubun alici substrat
molekiiliine taginmasini katalizleyen enzimlerdir. Amino-transferazlar, CoA-
transferazlar bu grubun 6rnekleridir.

Hidrolazlar: Ester, glikozid, peptid, C-N, C-C, C-X, P-N, asit anhidrit baglarin
hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Lipazlar, fosfatazlar bu grubun 6rnekleridir.
Liyazlar: Cift bag olusumunu ve ¢ift baga katilma reaksiyonlarini katalizleyen
enzimlerdir. Dekarboksilazlar, aldolazlar, dehidratazlar bu grubun drnekleridir.
izomerazlar: Molekiilin geometrik veya yapisal cevrilmesini katalizleyen
enzimlerdir. Aminoasit rasemazlar, glukozfosfat-izomerazlar, yag asidi cis-trans
izomerazlar, fosfogluktomutazlar bu grubun 6rnekleridir.

Ligazlar: ATP’nin AMP ve PPi’ ye parcalanmasindan agiga cikan enerjiden
yaralanarak iki molekiilii birbirine baglayan enzimlerdir. Aminoasitleri aktive

eden enzimler, acilCoA - sentetazlar bu grubun 6rnekleridir.

1.2.2. Enzim aktiflik birimleri

Enzimler, biyolojik ortamda ¢ok az miktarda bulunduklar igin

miktarlarinin 6l¢iimii ¢ok zordur. Ancak aktiviteleri olciilebilir. Bir enzimin
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aktivitesini gesitli yollardan ifade etmek olasidir. Ornegin, 1 mg enzim proteini
tarafindan birim zamanda meydana getirilen absorbans degisikligi bir birim olarak
ifade edilebilir. Fakat diinya genelinde, elde edilen sonuglar1 karsilagtirabilmek
icin daha standart bir birim tanimlamasi gelistirilmistir. Bu uluslararasi {inite

(International Unit; IU) veya enzim iinitesi olarak ifade edilmektedir.

Enzim iinitesi : Optimum sartlarda, bir tinite enzim, bir dakikada 1umol
substratin doniisiimiinii (veya 1 umol {irliniin olusumunu) katalizleyen enzim

miktaridir.

Spesifik aktivite : Bir enzimin aktivitesini tanimlamak i¢in kullanilan diger bir
birim de spesifik aktivitedir. Bir enziminin spesifik aktivitesi, 1 miligram protein
basina diisen enzim iinitesinin sayisidir. Spesifik aktivite, enzim {iinitesi/mg
protein olarak hesaplanmaktadir.

Saf bir enzimin spesifik aktivitesi sabittir ve o enzime 6zgii bir degerdir.
Spesifik aktiviteden yola ¢ikarak enzim tinitesini miligram olarak tanimlamak da
miimkiindiir.

Spesifik aktivite kavrami 6zellikle bir enzimin safligini kabaca tanimlamak
i¢in kullanilan bir dlgiittiir. Ornegin, ham oziitlerdeki yiiksek protein derisiminin
ancak kiigiik bir kismini ilgilendigimiz enzime ait protein olusturmaktadir. Bu
nedenle 6l¢iim yapildiginda oldukca yiiksek bir enzim iinitesi elde etmek olasidir,
fakat bu durumda enzimin spesifik aktivitesi diisiik olacaktir. Enzimi
saflastirdik¢a ¢ozeltideki enzim tinitesi sabit kalirken, protein derisimi diisecegi
icin spesifik aktivite ylikselecektir. Enzim en yiiksek safliga eristiginde spesifik
aktivite sabit bir degere ulasacaktir.

Katal : Enzim aktivitesi birimi olarak iinite terimi giinlimiizde yaygin olarak
kullanilmakla beraber, Uluslararas1 Biyokimya Birligi, Enzim Alt Komisyonu
tarafindan Onerilmis bir birim de katal (Kat)’ dir. Optimum sartlarda 1 katal, 1
saniyede 1 mol substrati iirline doniistiiren enzim miktaridir. Katal, tanimindan da
anlagilacagi gibi, biiyiik 6l¢ekli bir birimdir ve bu nedenle aktiviteleri tanimlamak

i¢cin nanokatal ve pikokatal birimleri cok daha kullaniglidir.
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1.2.3. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler
1.2.3.1. pH’ 1in enzimatik reaksiyonlarin hiz1 iizerine etkisi

Enzimlerin ve substratlarin aktif uglar1 asidik ve bazik gruplar
icerdiginden enzimlerin aktiviteleri pH degisiminden etkilenir. pH degisimi,
enzimin aktif merkezinin iyonizasyonunu bozar ya da substrat molekiiliiniin
¢cOziinlirliglinii degistirerek enzim-substrat arasindaki etkilesimini degistirir.
Ayrica katalitik olarak aktif olan enzimin aminoasit zincirindeki iyonik
karakter degistigi i¢cin enzim denatiire olabilir ve katalitik aktivitesini
kaybedebilir. Enzimatik reaksiyon hizinin maksimum oldugu ve her enzim i¢in

farkli bir optimum pH degeri vardir [16].

1.2.3.2. Enzim derisiminin enzimatik reaksiyonlarin hizi iizerine

etkisi

Bir enzimatik tepkimenin hizi, tiim substrat konsantrasyonlarinda enzim
konsantrasyonu ile orantili olarak degisir. Tepkime ortamda yeterli miktarda
substrat derisimi bulunmasi1 halinde tepkime hizi, enzim derisimi ile artmaktadir.
Enzimler hiza etki etmekle birlikte hiz sabitlerini ve denge sabitlerini
degistirmezler. Denge halinde enzim konsantrasyonunun denge sabiti iizerine

etkisi yoktur [16].

Reaksiyon hizi

>
Enzim konsantrasyonu

Sekil 1.7. Enzim derisiminin enzimatik tepkimenin hizina etkisi

1.2.3.3. Sicakhigin enzimatik reaksiyonlarin hizi iizerine etkisi

Enzimatik reaksiyonlarin hizi, sicaklik degismelerinden etkilenir. Genel

olarak sicaklikta her 1°C artis %10 daha yiiksek bir enzim aktivitesi saglar.
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Sicaklik artisiyla enzimatik reaksiyonun hizindaki artis sicaklik belli bir degere
yiikselinceye kadar devam eder. Maksimum hiza ulasildigindaki sicakliga
optimum sicaklik denir. Daha yiiksek sicakliklarda enzim protein yapisinda

oldugundan denatiire olarak aktivitesini kaybeder ve reaksiyon hizi azalir [16].
1.2.3.4. Substrat derisiminin enzimatik reaksiyonlarin hizina etkisi

Enzim derisimi ve diger biitiin sartlarin sabit oldugu bir ortamda enzimatik
tepkimenin hizi, substrat derisiminin artirilmasiyla baslangigta dogrusal bir artig

diizeyinde sabit kalir. Substrat derisimi artsa bile tepkime hizi degismez [16].

>
Km S

Sekil 1.8. Substrat derisimin enzimatik tepkimenin hizina etkisi

Enzim-substrat (ES) kompleksine ait tepkime,

Ky Ky )
E+S ——=— ES —= E+U
L — (1.1)

Bu esitlikte; E = enzim, S = substrat, ES = enzim-substrat kompleksi, U =
tirlinti gosterir.

Enzim tepkime hiz1 Michaelis-Menten esitligi ile verilir.

V = VinakX [S]

Michaelis-Menten esitligi 1.2
K + [S] sitlig (1.2)

Michaelis-Menten esitliginin diizenlenmesi ile Lineweaver-Burk bagintisi

elde edilir.
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K. 1 1
=—"— X —+
Vinak [S] * Vimak

Lineweaver-Burk esitligi (1.3)

<Ir

Bu esitlikte; V = baslangi¢ hizi, Vi = maksimum hiz, K, = Michaelis
sabiti, S = substrat derisimi olarak belirtilir. Esitlik (1.3)’de 1/V ile 1/[S] arasinda
grafik ¢izildiginde elde edilen dogrunun egim ve kesim noktasindan Vi Ve Ky,

degerleri hesaplanabilir.

1.2.4. Horseradish Peroksidaz

Peroksidazlar biyoteknoloji alaninda iin sahibi olmus ve enzimoloji,
biyokimya, tip, genetik, fizyoloji gibi aragtirma dallarinin ¢esitli konularinda
calisilmaktadir. 19. yilizyildan giliniimiize kadar literatiir olarak oldukca genis bir
yer alan ve c¢alisilan bir enzimdir. Peroksidazlar ile ilgili olarak 2000°den fazla
calisma mevcuttur ve agirlikli olarak 2000°’li yillarin basinda basilmistir.
Peroksidazlarin 6nemi, organizmalardaki dagilimindan ve ¢oklu fizyolojik rolleri
dolayidir. Etkileri ve kaynaklar1 géz oniine alindiginda 3 ana sinifta toplanabilir;
bitki peroksidazlari, hayvan peroksidazlar ve katalazlar [17].

Peroksidazlar (EC 1.11.1.7), oksitleyici (oksidant) olarak hidrojen peroksit
veya organik peroksitleri kullanan oksidorediiktazlardir. Peroksidazlarin ¢ogu N-
bagli oligosakkarid bulunduran glikoproteinlerdir. Peroksidazlar, baslica tibbi
diagnostik kitlerinin hazirlanmasinda, gida proseslerinde olusan reaktif oksijen
tiirleri ve radikaller i¢in indikatér olarak ve ticari amaglh fenolik recinelerin
sentezinde katalizor olarak kullanilmaktadir [18].

Yapisinda “Hem” grubu bulunduran peroksidazlar, amino asit dizilimleri
dikkate alinarak ii¢ gruba ayrilmaktadir.

I. Grup; sitokrom c peroksidaz (CcP), askorbat peroksidaz (APX), ve bakteriyel
katalaz peroksidazlari igeren hiicre i¢i peroksidazlardir.

Il. Grup; manganaz peroksidaz, lignin peroksidaz (LiP) gibi salgilanan “fungal
enzimleri” kapsamaktadir.

I11. Grup; bitki peroksidazlarini bulundurmaktadir. Kararli olmasi ve yabani turp

(horseradish) koklerinden (Sekil 1.9) kolayca izole edilmesi nedeniyle bir¢ok
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uygulamada yer alan “horseradish peroksidaz” izoenzim C (HRP) III. Grup” ta
yer almaktadir. Peroksidaz ailesinin yapi-fonksiyon iligkileri ile ilgili caligmalarin
¢ogu, III. grup“un temsilcisi olan HRP ile gergeklestirilmistir [19].

Bayir turbu (yaban turbu, Horseradish, Armocia rusticana) bitkisi,
koklerinin besin degeri sebebi ile diinyanin iliman boélgelerinde yetistirilen uzun
omiirlii, dayanikli bir bitkidir ve zengin bir peroksidaz kaynagidir. Iimmunotestler
icin diagnostik kitlerinin iiretilmesinde bayir turpu koklerinden peroksidazin
bliyiik 6lcekte liretimi ortaya ¢ikmistir. HRP izoenzim C bitki kdklerinden elde

edilen peroksidazlar i¢inde en verimlisidir.

Sekil 1.9. Horseradish (bayir turpu, Armoracia rusticana) bitkisi ve koki

HRP izoenzim C, 308 amino asit igeren tek bir polipeptit
bulundurmaktadir. HRP C iki tip metal merkezi igerir. Bunlardan biri hem grubu
olarak adlandirilan demir (III) protoporfirin IX, digeri iki kalsiyum atomudur. Her

ikisi de enzimin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigii i¢in 6nemlidir [20].
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Sekil 1.10. X-151m1 kristalografisi ile HRP’ nin {i¢ boyutlu molekiil yapisi [21].

Sekil 1.10'de goriilen her bir hem grubu (kirmizi), kalsiyum atomlart (mavi
kiireler) igeren distal ve proksimal bolgeler (domains) arasinda yer almaktadir.
Enzimin sarmal (mor) ve katlanmis yaprak (sar1) bolgeleri gosterilmektedir [21].

Horseradish Peroksidaz, baslica tibbi diagnostik kitlerde kullanilmaktadir.
Fenoller, bifenoller, anilinler gibi aromatik bilesiklerin ve azo boyalarinin
giderilmesinde etkili oldugu da bilinmektedir [22].

Horseradish Peroksidaz, molekiiliinde ferriprotoporfirin (protohemin)
iceren bir haloenzimdir. Peroksidazlar H202 ile HRP, HRP-I ve HRP-II olmak
tizere U¢ farkli yapi olusturmaktadir. HRP’ nin genel ¢alisma mekanizmast Sekil

1.11°de verildigi gibidir.

k:
v,
s [c —
(HRP-I)
H,O
k,
m
H,0, e o a——
(HRP)

Sekil 1.11. HRP calisma mekanizmast

HRP’ nin enzimatik aktivitesi, hem grubunda bulunan demir atomunun
oksidasyon ve rediiksiyonundan ileri gelmektedir. Son zamanlarda HRP’ nin

aromatik hidrokarbonlarin oksidasyonunda da kullanildigi bilinmektedir [23,24].
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1.2.5. Alkalen Fosfataz

Alkalen fosfataz (ALP) [ortofosforik monoester fosfohidrolaz, alkali
optimum, (E.C.3.1.3.1)], hidrolazlar enzim sinifindan fosfatazlar enzim grubuna
girer. Fosfatazlar fosforik asit esterlerinin hidrolitik par¢alanmasini katalizleyen
enzimlerdir. Birgok primer fosfat esterinin hidrolizini katalizleyebilmelerinden
dolay1 segiciligi disiiktiir. Bir alkol ve bir fosfat iyonu meydana getirmek {izere
organik fosfat esterlerini hidroliz ederler [25]. Fosfatazlar optimal aktivite
gosterdikleri pH degerlerine gore ii¢ gruba ayrilirlar.

Asit fosfatazlar ; bitki ve mantarlarda pH: 3-4 arasinda, ciger, dalak ve
bobrek gidi hayvan dokularinda pH: 4,5-5,5 arasinda optimum aktivite gdosteren
fosfatazlar [26,27].

Notral fosfatazlar : Eritrositlerde bulunan ve pH: 6-7 arasinda optimum
aktivite gosteren fosfatazlar [28].

Alkalen fosfatazlar : Kemik, bobrek, bagirsak mukozasi ve siitte bulunup
pH: 9-10 arasinda optimum aktivite gosteren fosfotazlar [29-32].

Alkalen fosfatazlar gesitli fosfat monoesterlerinin, fosfat grubunu bir alici
molekiile transfer ederek hidrolizini katalizleyen, alkali pH’ da maksimum
aktivite gosteren glikoprotein yapisinda fosfomonoesterazlardir. Genel reaksiyonu

Sekil 1.12° de goriilmektedir [33].

I i
R-0—P_ + H0 ALP R—OH + HO—P
J @ J °

\j

fosfomonoester alkol fosfat iyonu

Sekil 1.12. Alkalen fosfatazin genel mekanizmasi

Alkalen fosfataz dogada prokaryotlardan dkaryotlara birgok canli tiiriinde
bulunmaktadir. Memeli tiirlerinin biiylik ¢ogunlugunun doku ve kanlarinda ALP
varlig1 gézlenmistir. Etkin tasimanin oldugu bobrek proksimal tiibiilleri, bagirsak
epiteli, karaciger ve plasentada yiiksek aktivitenin goriildiigli dokulardir.

Osteoblastlar, safra kanallikiilleri ve meme bezleride ALP’ ca zengindir. Mide,
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endokrin bezler ve graniiler 16kositler ise ALP’ 1n az bulundugu dokulardir.
Enzimin doku i¢i dagiliminin homojen olmadigi bobrek ve intestinal mukozada

yapilan ¢alismalarla dogrulanmistir [34-36].

Alkalen fosfatazin hiicre i¢i yerlesimi yiliksek devirli santrifiij ve elektron
mikroskobu ile yapilan ¢alismalarla ortaya ¢ikarilmistir. Bu ¢alismalarda ALP’ 1n
en fazla hiicre membraninda, daha az olarakta ¢ekirdek ve golgi aparatinda yer
aldig1 saptanmistir. ALP hiicre ylizeyinde 6zellikle hiicre dis membraninin hemen
altinda yer alir. Ince bagirsak epitelyum hiicrelerindeki mikrovilliislerin plazma
membraninda ve lateral hiicre membraninda enzim aktivitesinin yiiksek oldugunu,
ayrica apikal vezikiiller, golgi kompleksi, lizozomlar ve endoplazmik retikulumda
(ER) az da olsa ALP aktivitesi bulundugunu saptamislardir [35,36].

Sekil 1.13. Alkalen fosfatazin kristal yapisi

ALP grubu enzimler, alkali pH da maksimum aktivite gosteren, fosfat
monoesterlerinden inorganik fosfat ayrilmasini katalize eden ve her Dbir
monomerinin aktif merkezinde iki Zn*? ve bir Mg*? iyonu bulunduran dimerik
metaloproteinlerdir. Cinko ve magnezyum iyonlarinin olusturdugu bu yapi
icerisinde metallerin birbirine uzakliklar1 3.94, 4.88 ve 7.09 A° ‘dur. Dimerik
yapilanma ve divalan katyonlarim uygun oranda varligi enzimin aktivitesi i¢in
gereklidir. Zn **iyonu enzimin prostetik grubunu olusturur, katalitik aktivite i¢in

onemlidir ve substrat baglanmasinda rol alir [37].
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k Ky ks k
R,0OP + E === R,OP.E EP —— E+P, ——=— EP
K K. K3 ks

Ron—> kl3 kl_3

R,OP + E
Sekil 1.14. Alkelen fosfatazin fosfat monoesterlerinin hidrolizi

Alkalen fosfataz R’nin kimyasal dogasi ve biiyiikliigli ne olursa olsun,
ROP. fosfatmonoesterlerini benzer oranlarda hidrolizler ve Sekil 1.14° de hidroliz
mekanizmasi gosterilmistir. Substratin alkolik veya fenolik kismi i¢in spesifik bir
baglanma bdlgesi yoktur. Keza, ayrilan grubun pKj' s1 birbirinden farkli olan alti
substratla (6rnegin; metil fosfattan p-nitrofenilfosfata kadar) yapilan deneylerde,
enzimatik hidroliz oraninda ¢ok az bir degisim oldugu goriilmiistiir. Yavas
basamak alkol veya fenoliin kopmasmi takip eden basamak oldugu tespit
edilmistir. Asidik pH' da farkli pK, degerlerine sahip ayrilan gruplar i¢in 6l¢iimler
yapilarak, fosforilasyonun pK, degerine bagimli oldugu goézlenmistir. Ayrilan
grubun pK,’ sindaki ¢ok kiigiik bir degisme bile, 6rnegin 2, 4- dinitrofenilfosfattan
p-nitrofenilfosfata, fosforilasyon oraninda (k) Onemli bir degisme meydana

getirmistir [38].

Cizelge 1.2. Alkalen fosfatazin farkli fosfat esterleri lizerine reaksiyon hizlari

Fosfat esterleri Reaksiyon hizlari
p-Nitrofenilfosfat 1,0
Na-P-gliserolfosfat 0,9
Glukoz-1-fosfat 0,9
Adenozin-3'-fosfat 1,0
Adenozin-3'-fosfat 0,8
Sitidin fosfat 1,2
Guanozin fosfat 1,0
Uridin fosfat 1,3
Riboflavin-5'- fosfat 0,7
L-Histidinol fosfat 0.9
Kreatin fosfat 0
Adenozin trifosfat 0
Na pirofosfat 0
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. MATERYAL

2.1.1. Kullanilan kimyasallar

Nanoenzim sentezi i¢in; Alkalin fosfataz (ALP, from bovine intestinal
mucosa), Horseradish peroksidaz (HRP), fotosensitif monomer
(MATyr),Ru(bipyr),, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC), N-
hidroksisiiksinimid (NHS), amonyum persiilfat (APS), saf su ve azot gazi
kullanilmustir.

Tampon ¢ozeltiler igin; tartarik asit (pH : 3), asetik asit (pH : 4-5),
potasyum fosfat mono bazik ve potasyum fosfat di bazik (pH : 6-7-8), glisin (pH :
9-10), saf su, sodyum hidroksit ve hidroklorik asit kullanilmistir.

Substratlarin  hazirlanmasi1 igin; 3,3',5,5'-tetramethilbenzidin, hidrojen
peroksit, 4-nitrofenil fosfat disodyum tuzu heksahidrat ve saf su kullanilmustir.

ELISA uygulamasi ve antikor-enzim Kkonjugasyonu i¢in  Yyukarida
belirtilen kimyasallarin disinda; bovin serum albiimin (BSA), fosfat tamponlu
salin (PBS), siilfiirik asit, antijen olarak TNF-o ve antikor olarak anti-TNF-a
antikor kullanilmistir. Tez ¢aligmalarinda kullanilan tiim kimyasallar Sigma-
Aldrich (St. Louis, USA) firmasindan tedarik edilmistir.

Ayrica cam malzemeler (beher, balon joje v.b.), 96 kuyulu polisitren mikro

plaka, mikro pipet ve pipet uglar1 gibi malzemeler ¢aligmalarda kullanilmigtir.

2.1.2. Kullamilan cihazlar

Nano-enzim sentezinde ve ¢oOzeltilerin karistirilmasi islemlerinde JEIO
TECH MS-52M manyetik karistirici, nano partikiilleri bulunduklari ortamdan
ayirmak i¢in MPW-251 santrifiij, pH Ol¢timleri i¢in Hanna Instruments HI 2211
pH metre, kinetik 6lgtimler ve ELISA okumalar1 i¢in BioTek Synergy H1 mikro
plaka okuyucu ve GEN5 v2.00 yazilimi, kinetik 6lgiimlerde 45°C’ nin {izerindeki
sicakliklarda Shimadzu UV-2450 UV-VIS spektrofotometre ve Shimadzu TCC-
240A sicaklik kontrollii hiicre tutucu, ELISA isleminde mikroplakalar1 kaplamak

icin RF Plazma cihazi kullanilmistir. Ayrica cam malzemeler (beher, balon joje
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vb.), 96 kuyulu polisitren mikro plaka, mikro pipet ve pipet uglar1 gibi malzemeler
calismalarda kullanilmustir.

Nano-enzim yapmin karakterizasyonu, Malvern Instruments Nano ZS
zetasizer, FEI Company-TecnaiTM G2 Spirit/Biotwin Transmisyon Elektron
Mikroskobu (TEM), QUESANT Q-Scope 350 Atomik Kuvvet Mikroskobu
(AFM) ile gergeklestirilmistir. Mikro plaka modifikasyonu i¢in plazma cihazi

kullanilmustir.

2.2. METOT

2.2.1. N-metakriloil amino-(L)-tirozin (MATYr) sentezi

3-(4-hidroksifenil)-2-[(2-metakriloil) amino] propanoik asit (metakriloil
amino tirozin, (MATyr)) sentezi i¢in uygulanan yontemde, 0.5 g L-tirozin
metilester ve 0.2 g hidrokinon, 100 ml diklorometan ¢6ziiciisi igerisinde
coziilmiistiir. Cozelti 0 °C a sogutulmus ve 12.7 g trietilamin ¢ozeltiye ilave
edilmistir. Daha sonra ¢ozelti tizerine 5 ml metakriloil kloriir yavasca eklenmistir
ve ¢ozelti azot atmosferi altinda manyetik karistirict ile oda sicakliginda 2 saat
karistirnllmistir. Kimyasal reaksiyon sonunda, hidrokinon ve reaksiyona girmeyen
metakriloilin fazlas1 %10 luk NaOH c¢ozeltisi ile ekstrakte edilmistir. Daha sonra
su faz1 doner buharlastirici kullanilarak uzaklastirilmig ve kalan kisim (MATyr),

eter-siklohekzan karisimu ile kristallendirilerek saflastiriimigtir [10].

HO NH 0 H
Cl
0 OH + — 5
HO 0 OH

(L)- Tirozin Metakriloil kloriir N-metakriloil amino-(L)-tirozin

Sekil 2.1. N-metakriloil amino-(L)-tirozin sentezi
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2.2.2. bis(2-2’-bipiridil) (MATyr), Rutenyum (11) sentezi

Isiga duyarli rutenyum merkezli bis(2-2’-bipiridil)(MATYyr), Rutenyum(ll)
aminoasit-monomerin kimyasal sentezi i¢in uygulanan yontemde, 1g diklorobis(2-
2’-bipiridil) rutenyum(Il) (RuCly(bipyr),) saf su i¢inde ¢oziilmiis ve gozelti 0 °C’
a sogutulmustur. Daha sonra trietilamin ve 1g MATyr sulu ¢6zeltisi damla damla
RuCly(bipyr), ¢ozeltisine eklenmistir ve oda sicakliginda 30 dakika
karistirilmistir. Karisim 80 °C° da 24 saat reflaks edilmistir. Olusan kahverengi

kompleks siiziilmiis, eter ile yikanmis ve vakum altinda kurutulmustur [10].

CH

HO

Sekil 2.2. bis(2-2’-bipiridil)(MATyr),-Rutenyum (I1) molekiil yapist
2.2.3. HRP-ALP hetero nano-enzim sentezi

HRP-ALP nanopartikiiller ANADOLUCA metodu esas alinarak ve
mikroemilsiiyon polimerizasyon teknigine gore sentezlenmistir. Mikroemilsiiyon
sistemi, 0,5 g poli(vinilalkol)’ iin (PVA) 45 ml distile su igerisinde dispers
edilmesiyle hazirlanmigtir. Diger bir tarafta 200 ppm 1 ml ALP ¢ozeltisi ile 200
ppm 1 ml HRP ¢ozeltisi oksijen atmosferinde 0 °C’ da 30 dakika karistirilmistir.
Karigim  {izerine 1s18a  duyarli rutenyum merkezli  (MATyr)Ru(bipyr);
kompleksinden 50 ul ilave edilmis ve karisim 1 saat karistirilmistir. Bu karigimi
disper edilmis PVA ¢ozeltisinde 10 ml eklemistir. Son olarak 45 ml distile su
icerisinde 0,02 g APS nin c¢oziilmesiyle hazirlanan polimerizasyon baslatict
cozeltisinden karisima 2 ml eklenmis ve karisim azot atmosferi altinda, oda

sicakligi ve giin 1s18inda 48 saat karistirilmistir. HRP-ALP nanopartikiilleri

23



reaksiyon ortamindan 14000 rpm ve 10 dakika santrifiijlenerek ayrilmistir ve

reaksiyona girmeyen maddeleri uzaklastirmak igin distile suyla yikanmistir.

Alkaline Phosphatase

Horseradish Peroxidase

Photosensitive
Cross-linker Monomers

Sekil 2.3. Hetero nano-enzim yapisi
2.2.4. HRP-ALP hetero nano-enzim karakterizasyon ¢alismalari

Partikiillerin ortalama boyutu ve boyut dagilimi zetametre, transmiyon
elektron mikroskopu (TEM) ve atomik kuvvet mikroskobu ile belirlenmistir. Zeta

pontasiyometri cihazi ile nano yapinin izoelektrik noktasi tespit edilmistir.

2.2.5. Hetero nano-enzim yapida protein miktar: tayini

Nano partikiillerin toplam protein tayinini gergeklestirmek i¢in Bradford
yontemi kullanilmistir. Bu yontemde farkli derisimlerdeki protein ¢ozeltilerine
Bradford ¢ozeltisi eklenmis ve 5 dakida bekletildikten sonra 595 nm’de absorbans
degerleri okunmustur. 5,00; 10,0; 25,0 ve 50,0 ppm’ lik standart protein ¢ozeltisi
kullanilarak protein derisimine karsi absorbans grafigi ¢izilmis ve hetero enzim
nano yapmin toplam protein miktar1 kalibrasyon grafigi yardimiyla tayin

edilmistir.
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2.2.6. Enzim Kkinetigi calismalari
2.2.6.1. Horseradish peroksidaz enziminin aktivite tayini

Horseradish peroksidaz enziminin aktivite tayini, tetrametilbenzidin
(TMB) kromojenik substratinin oksidasyonla mavi renkli {iriine doniisiimii,
spektroskopik olarak zamana karsi absorbans degerlerindeki degisimin 620 nm’
de izlenmesiyle tespit edilmistir. Aktivite hesaplarinda molar uyarilma katsayisi
(g620) 3,2x10* Mtem™ almmustir [39]. Aktivite tayini farkli pH, sicaklik, enzim ve
substrat konsantrasyonlar1 géz oniine almarak incelenmistir. Olgiimlerde 10mM
TMB ve 2mM H;0; igeren substrat ¢ozeltisi kullanilmistir. Aktivitede kullanilan
toplam hacim mikroplakanin her bir kuyusu i¢in 150 ul olarak ¢alisilmistir.

Horseradish peroksidaz enziminin aktivitesinin hesaplanmasinda tiiretilen

asagidaki denklem kullanilmstir.

AA 106 umol 1L
U= ——XV X £

tX£620Xl 1 mol 106 [il

2.1)

Bu denklemde U (umol/dak) unit aktiviteyi, AA mutlak absorsiyonu, € (M
' em™) 620 nm'deki TMB' in molar absorpsiyon katsayisini, V (pl) ¢dzeltinin

toplam hacmini ifade etmektedir.
2.2.6.2. Alkalen fosfataz enziminin aktivite tayini

Alkalen fosfataz enziminin aktivite tayini, 4-nitrofenil fosfat (4-NPP)
kromojenik substratinin hidroliziyle sar1 renkli {iriine doniisiimii, spektroskopik
olarak zamana kars1 absorbans degerlerindeki degisimin 405 nm’de izlenmesiyle
tespit edilmistir. Aktivite hesaplarinda molar ekstinsiyon katsayisi (g405) 1,78x10"
M™*cm™ alinmistir [40]. Aktivite tayini farkli pH, sicaklik, enzim ve substrat
konsantrasyonlar1 géz oniine alinarak incelenmistir. Olgiimlerde 10 mM 4-NPP
substrat  ¢ozeltisi  kullanilmigtir.  Aktivitede kullanilan toplam  hacim
mikroplakanin her bir kuyusu i¢in 150 ul olarak ¢alisilmistir.

Alkalin fosfataz enziminin aktivitesinin hesaplanmasinda tiiretilen

asagidaki denklem kullanilmstir.
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AA 10© l 1L
U= ——XV X Hmo X

tXE405X1 1 mol 100 ul

2.2)

Bu denklemde U (umol/dak) unit aktiviteyi, AA mutlak absorsiyonu, € (M
lem™) 405 nm' deki 4-NPP' i molar absorpsiyon katsayisini, V (ul) ¢ozeltinin

toplam hacmini ifade etmektedir.
2.2.6.3. HRP-ALP hetero nano-enzimlerin aktivite tayini

NanoHRP-ALP aktivite tayini, serbest enzimlerle ayn1 yontemler izlenerek
calisilmistir. Nano yapida HRP enzimi i¢in 10mM TMB ve 2mM H;,0; igeren
substrat ¢ozeltisi kullanilmis ve 620 nm’ de absorbans degerlerindeki degisim
izlenmistir. Nano yapimnin ALP enzimi i¢inse 10 mM 4-NPP substrat ¢ozeltisi

kullanilarak 405 nm’ de absorbans degerlerindeki degisim izlenmistir.

2.2.6.4. Horseradish peroksidaz ve nanoHRP-ALP aktiviteleri iizerine

pH’1n etkisi

Serbest horseradish peroksidaz ve nanoHRP-ALP aktivitesine pH’
etkisinin incelenmesi i¢in farkli pH degerlerinde (pH 3 tartarat; 4 sitrat tamponu; 5
ve 6 asetat; 7 fosfat tamponu) 125 mM’lik derisimlerde tampon ¢ozeltiler
hazirlanmistir. Serbest HRP ve nanoHRP-ALP i¢in unit aktivite degerleri denklem
(2.3) kullanilarak hesaplanmustir.

En yiiksek unit aktivite %100 kabul edilerek bagil aktivite degerleri
bulunmustur. pH degerlerine karsilik bagil aktivite grafikleri ¢izilerek serbest
HRP ve nanoHRP-ALP i¢in optimum pH degerleri belirlenmistir.

2.2.6.5. Alkalen fosfataz ve nanoHRP-ALP aktiviteleri iizerine pH’1n
etkisi

Serbest alkalen fosfataz ve nanoHRP-ALP aktivitesine pH’ in etkisinin
incelenmesi icin farkli pH degerlerinde (pH 7 ve 8 fosfat; 9 ve 10 glisin-NaOH;
11 tetraborat tamponu) 125 mM’ lik derisimlerde tampon ¢6zeltiler hazirlanmistir.
Serbest ALP ve nanoHRP-ALP ig¢in unit aktivite degerleri denklem (2.4)

kullanilarak hesaplanmaistir.

26



En yiiksek unit aktivite %100 kabul edilerek bagil aktivite degerleri
bulunmustur. pH degerlerine karsilik bagil aktivite grafikleri ¢izilerek serbest

HRP ve nanoHRP-ALP i¢in optimum pH degerleri belirlenmistir.

2.2.6.6. Horseradish peroksidaz ve nanoHRP-ALP aktiviteleri iizerine

sicakhigin etkisi

Serbest HRP ve nanoHRP-ALP i¢in farkli sicakliklarda (25, 37, 45, 60 ve
70°C’de) aktivite dlgiimleri yapilmistir. Mikroplaka okuyucunun sicakligir 45 °C
‘a kadar c¢ikarilabildiginden 60 ve 70 °C’ daki dlgtimler sicaklik kontrolli kiivet
tutucu entegre edilmis UV spektreskopisi ile gerceklestirilmistir. Serbest HRP ve
nanoHRP-ALP i¢in sicakliklara kars1 bagil aktivite grafikleri ¢izilmis ve optimum

sicaklik degerleri belirlenmistir.

2.2.6.7. Alkalen fosfataz ve nanoHRP-ALP aktiviteleri iizerine

sicakhigin etkisi

Serbest ALP ve nanoHRP-ALP igin farkli sicakliklarda (25, 37, 45, 60 ve
70°C’de) aktivite olgiimleri yapilmistir. Mikroplaka okuyucunun sicakligr 45 °C
‘a kadar ¢ikarilabildiginden 60 ve 70 °C’ daki dlgtimler sicaklik kontrollii kiivet
tutucu entegre edilmis UV spektreskopisi ile gerceklestirilmistir. Serbest ALP ve
nanoHRP-ALP i¢in sicakliklara kars1 bagil aktivite grafikleri ¢izilmis ve optimum

sicaklik degerleri belirlenmistir.

2.2.6.8. Horseradish peroksidaz ve nanoHRP-ALP aktiviteleri iizerine

subsrat derisiminin etkisi

Serbest HRP ve nanoHRP-ALP aktivitesine substrat derisiminin etkisinin
arastiritlmasi ic¢in farkl derisimlerde (1,00; 1,33; 2,00; 2,67; 3,33 mM) TMB
hazirlanmistir. Farkli derisimlerdeki substratlarin enzimle etkilesimi 620 nm’ de
takip edilmis ve her derisim i¢in reaksiyon hizlar1 saptanmistir. Aktivite hesaplari
yapilarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmistir. Bu grafiklerden yararlanarak

serbest HRP ve nanoHRP-ALP i¢in Ky, Ve Vak kinetik sabitleri bulunmustur.
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2.2.6.9. Alkalen fosfataz ve nanoHRP-ALP aktiviteleri iizerine

subsrat derisiminin etkisi

Serbest ALP ve nanoHRP-ALP aktivitesine substrat derisiminin etkisinin
arastiritlmasi i¢in farkli derisimlerde (1,00; 1,33; 2,00; 2,67; 3,33 mM) 4-NPP
hazirlanmistir. Farkli derisimlerdeki substratlarin enzimle etkilesimi 405 nm’ de
takip edilmis ve her derisim i¢in reaksiyon hizlari saptanmistir. Aktivite hesaplari
yapilarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmistir. Bu grafiklerden yararlanarak

serbest HRP ve nanoHRP-ALP i¢in K, Ve Vi kinetik sabitleri bulunmustur.

2.2.6.10. Horseradish peroksidaz ve nanoHRP-ALP aktiviteleri

iizerine enzim derisiminin etkisi

Enzim kinetigine, enzimlerin baslangic derisimlerinin  etkisinin
incelenmesi i¢in derigimler 1,00; 2,00; 3,00 ppm HRP ve 5,00; 10,0; 15,0 ppm
nanoHRP-ALP cozeltileri hazirlanmistir. Her bir derisim i¢in enzim aktivitesi
hesaplanmis ve en yiiksek aktiviteye %100 kabul edilerek enzim miktarlarina

kars1 bagil aktiviteler bulunmustur.

2.2.6.11. Alkalen fosfataz ve nanoHRP-ALP aktiviteleri iizerine enzim

derisiminin etKisi

Enzim kinetigine, enzimlerin baslangic derisimlerinin  etkisinin
incelenmesi i¢in derisimleri 0,15; 0,30; 0,45 ppm olan ALP ve 40,0; 80,0; 120
ppm nanoHRP-ALP c¢ozeltileri hazirlanmistir. Her bir derisim i¢in enzim
aktivitesi hesaplanmig ve en yiiksek aktiviteye %100 kabul edilerek enzim

miktarlarina kars1 bagil aktiviteler bulunmustur.

2.2.7. Hetero nano-enzim yapinin tekrar kullanilabilirligi

Tekrar kullanilabilirlik ¢alismalar1 200 pl enzim ¢ozeltisi 100 pl substrat ve
700 pl tampon ¢ozelti kullanilarak gerceklestirilmistir.  Enzim aktivite
Ol¢iimlerinden sonra reaksiyon c¢ozeltileri santrifiijlenerek nano yapilar
¢oktliriilmiistiir. Daha sonra nano yapilar metil alkol, etil alkol ve saf su ile
yikanarak tekrar kullanilabilirlikleri incelenmistir. Hesaplamalarda en yiiksek

aktivite %100 kabul edilerek tekrar sayisina kars1 bagil aktiviteler bulunmustur.
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2.2.8. Radyo Frekans Plazma yontemi kullanilarak mikroplakalarin

fotosensitif monomerlerle modifikasyonu

Sekil 2.4°de gosterildigi  gibi  polisitren malzemeden yapilmis
mikroplakalarin modifikasyonu yapilmistir. Bu amagla, mikroplakalar plazma
cihaz1 igerisine yerlestirilmis ve plazma polimerizasyonu oncesi 20 mTorr
baslangi¢ basinci saglanmistir. Calisma icin amin kapli plakalar elde edilmistir.
Amin kapli kuyular elde etmek i¢in hidrazin RF plazma yontemi kullanilarak 10

dakika stire ile sistemden gecirilmis ve plakalarin kuyularina kaplanmistir.

Flow meter

NH, NH, NH,

EH

Ar gas-»

PS dish

to vacuum

Sekil 2.4. Plazma yontemi ile plaka kaplama islemi

2.2.9. Mikroplaka kuyularina TNF-e antikoru ¢apraz baglanmasi ve
mikroplakanin heteroenzim ile sandivi¢c ELISA yonteminde

kullanilmasi

ELISA sistemleri igerisinde en sik kullanilan yontem sandivi¢ ELISA
yontemidir. Bu yontemin temel mantig1 tespit edilmek istenen analitin spesifik iki
antikor arasinda kalmasi ve analite baglanan ikinci antikora konjuge edilmis
enzim ile substratin etkilesimiyle 6l¢iim yapilmasidir.

Plazma yontemi ile amin gruplarin baglandigi mikroplaka kuyularina
antikor kaplamasi yapmak igin 20 pulL NHS, 20 uL EDC, 20 uL fotosensitif
monomer (MATyr-Ru(bipyr)2-MATyr) ve 100 pL 5 pg/mL olarak hazirlanmig
anti- TNF-a antikoru eklenmistir. Ardindan APS ¢ozeltisinden eklenerek kaplama
islemi tamamlanmis ve 1 mg/mL PBS igerisinde hazirlanan BSA ile bloklama

yapilmustir.
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Anti- TNF-a antikoru kaplanarak hazirlanmig olan mikroplaka kuyularda
Sekil 2.5° de gosterildigi gibi sandivi¢ ELISA sistemi uygulanmistir. Hazirlanan 8
farkli konsantrasyondaki TNF-a standartlar1 (1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250
pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL ve 31,5 pg/mL) kuyulara eklenerek 2 saat
inkiibasyona birakilmistir. Yiizeydeki antikorlara baglanamayan antijenlerin
ortamdan uzaklastirilmasi i¢in yikama soliisyonu ile yikama iglemi yapilmistir.
Biyotinlenmis Anti- TNF-o antikoru 5 pg/mL olarak 100 pL kuyulara eklenmistir
ve 1 saat oda kosullarinda bekletilmistir. Siire sonunda hazirlanan yikama
soliisyonu ile yikamalar yapilmistir. Sentezlenmis olan nano-HRP-ALP konjuge
streptavidin 5 pg/mL olarak 100 pL kuyulara eklenmistir ve 1 saat oda
kosullarinda bekletilmistir. Siire sonunda hazirlanan yikama soliisyonu ile
yikamalar yapilmistir ve 100 pL pH=5 tampon ve 50 puL. TMB substrat ¢dzeltisi
kuyulara eklenmistir. Karanlik ortamda 10 dakika bekletildikten sonra sivilarin
renklerinin mavi oldugu goriilmistiir. 1,0 M olarak hazirlanan H2SO4 25 pL
olarak kuyulara eklenmistir. Sivilarin renkleri sartya donmdistiir ve 450 nm'de
mikroplaka okuyucuda absorbans degerleri alinmistir. Ayn1 anda 100 pL. pH=10
tampon ve 50 uL 4-NPP substrat ¢ozeltisi kuyulara eklenmistir. Karanlik ortamda
10 dakika bekletildikten sonra sivilarin renklerinin sart oldugu gériilmiistiir. 1,0 M
olarak hazirlanan NaOH 25 pL olarak kuyulara eklenmistir 405 nm'de mikroplaka

okuyucuda absorbans degerleri alinmistir.

O
t tavidin konj
Streptavidin onjugejv — %055 10

Biotin konjuge
Anti TNF-o Antibodi
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Sekil 2.5. Yiizeye anti TNF-a antikoru baglanilan ELISA yontemi
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3. BULGULAR

3.1. Hetero nano-enzim Nanoyapilarin Karakterizasyonu

3.1.1. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) analizi

Nano HRP-ALP yapilart TEM ile analiz edilmistir. Sekil 3.1°de goriildiigi

gibi elde edilen hetero nano-enzim yapinin boyutlart 90 nm olarak bulunmustur.

Sekil 3.1. Heteroenzim NanoHRP-ALP nano yapinin TEM goriintiisii

3.1.2. Boyut analizi
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Sekil 3.2. Nano HRP-ALP yapisinin boyut analizi

Sentezlenen NanoHRP-ALP' in ortalama partikiil boyut dagilimi yaklagik 90 nm

olarak belirlenmistir.
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3.1.3. Atomik Kuvvet Mikroskopu (AFM) analizi

Sentezlenen NanoHRP-ALP yapilar sulu ortamda dispers edilerek, spin
coater ile cam lamlarin tizerine 2000 rpm de kaplanmistir. Sekil 3.3 a ve b’de
verilen AFM sonuclarindan goriildiigli gibi NanoHRP-ALP yapilar heterojen bir
dagilim ile yaklasik 356 nm boyutlarinda yilizeye kaplanmistir. Boyut
analizlerinden yaklasik 90 nm boyuta sahip oldugu bulunan NanoHRP-ALP
yapilar top wiev goriintiisiinden de goriildiigii gibi kiimelenme gdstermis ve tam

boyutlar1 tespit edilememistir.

(@) (b)

Sekil 3.3. (a) NanoHRP-ALP yapilarinin top wiev AFM goriintiisii

(b) NanoHRP-ALP yapilarinin 3D AFM goriintiisii
3.1.4. Hetero nano-enzim yapinin zeta potansiyeli

Zeta potansiyeli yiizey yik yogunlugu ile alakalidir. Yiik yogunlugu
belirleyici iyonlarin derisimine baglidir. Cogu sistemde belirleyici iyon H" oldugu
igin zeta potansiyeli pH ile degisim gosterir. Alkali pH’ da pozitif asidik pH’ da
negatif deger alir. Zeta potansiyelinin sifir oldugu pH nano enzimin izoelektrik
noktas1 olarak adlandirilir. Zeta potansiyeli partikiiliin kararliligini etkiler. Ayni
elektrik yiikiine sahip tanecikler arasindaki elektrostatik itme partikiillerin bir
araya gelmesini engeller. Yiiksek zeta potansiyeline sahip molekiiller elektriksel

olarak kararlidir.
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Sekil 3.4. NanoHRP-ALP yapisinin zeta potansiyeli

Sekil 3.4’ de sentezlenen heteroenzim nanoHRP-ALP yapisinin zeta
potansiyel 6l¢timiiniin sonucu yer almaktadir. Bu sekil incelendiginde sentezlenen
nano yapinin izoelektrik noktast pH 7,25 olarak bulunmustur.

Literatiirde serbest HRP ve ALP 'in izoelektrik noktalar1 sirasiyla pH 8,8
ve pH 4,3 olarak verilmistir [41,42]. Elde ettigimiz heteroenzim nano yapinin
izoelektrik noktasinin serbest enzimlerden farkli bir degerde olmasi nano yapi

icinde iki enzimin birden muhafaza edildigini gostermektedir.

3.1.5. Hetero nano-enzim yapimin Bradford metodu ile protein miktar:

tayini

Bradford metodu herhangi bir 6rnek icerisindeki protein miktarinin
kantitatif olarak belirlenmesi i¢in kullanilan yontemlerden biridir. Bu yontemde
boya olarak, proteinlerdeki pozitif yiike baglanan negatif yiikli Commassie
Brillant Blue G-250 kullanilmaktadir. Asidik ¢6zeltilerde bu boyanin proteinlere
baglanmasi, boyanin maksimum absorbsiyonunun 465 nm (kirmizi) den 595 nm
(mavi)’ ye kaymasina neden olmaktadir. Boya belirteci eklendikten 2 dakika

sonra renk olusumu tamamlanir ve olusan renk 1 saat kararlidir.
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Sekil 3.5. Nano HRP-ALP yapisinin protein miktarii belirlemek i¢in olusturulan kalibrasyon
grafigi

Bradford metodunda, farkli konsantrasyonlarda standart protein (bovin-
serum albumin) igeren Ornekler hazirlanmistir ve Bradford belirtegleri ile
reaksiyona sokularak maksimum absorbans gosterdigi dalga boyunda (595nm)
absorbans degerleri dl¢tilmiistiir. Bu veriler kullanilarak standart egri (Sekil 3.5)
olusturulmus ve nanoHRP-ALP yapisinin protein konsantrasyonu bu egri grafigi
kullanilarak tespit edilmistir. Nano yap1 i¢in 595 nm’ deki okunan absorbans
degeri 0,398 olarak Sl¢iilmiistiir ve standart egri yardimi ile nano yapinin protein

miktar1 40 ppm olarak bulunmustur.

3.1.6. Kinetik calismalar
3.1.6.1. pH etkisi

25°C’ de farkli pH araliginda (3-7) yapilan olgiimler sonucunda 1 ppm
serbest HRP ve 1 ppm nano HRP-ALP enzimlerinin aktiviteleri karsilastirilmistir.
Aktivite islemlerinde 10 mM TMB ve 2 mM H,O, substrat ¢ozeltisi

kullanilmistir. Bu karsilastirma sonuglart Sekil 3.6 de gosterilmistir.
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Sekil 3.6. Substrat olarak TMB kullanildiginda, serbest HRP ve Nano HRP-ALP yapisinin
aktivitelerinin pH ile degisimi

Yukaridaki sekilde goriildligi iizere nano yap1 ile serbest enzimin
aktiviteleri birlerine yakin olarak gbzlenmistir ve bu iki yap1 i¢in de optimum pH
5 olarak bulunmustur.

Sentezlenen nano yapida bulunan enzimlerden ALP kismu i¢in yapilan pH
taramasi 25°C’ de farkli pH araliginda (7-11) ve 10mM 4-NPP substrat ¢ozeltisi
ile gergeklestirilmistir. Serbest ALP ve nano HRP-ALP enzimlerinin farkli pH’

lardaki aktivitelerinin karsilagtiriimasi Sekil 3.7° de gosterilmektedir.
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Sekil 3.7. Substrat olarak 4-NPP kullanildiginda, serbest ALP ve Nano HRP-ALP yapisinin
aktivitelerinin pH ile degisimi
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Sekil 3.7 goz Oniline alindiginda farkli pH’ lardaki enzim aktivite
degisiminin benzer oldugu goriilmektedir. Her iki yap1 i¢inde optimum pH 10 olsa

da nano yapinin pH 9’ daki aktivitesi serbest enzimden fazladir.
3.1.6.2. Substrat derisimi etkisi

Serbest HRP ve sentezlenen hetero nanoHRP-ALP enzim yapisinin kinetik
sabitlerinin (K, ve Vnma) belirlenebilmesi igin TMB ve H;0; substratlari
varliginda Lineweaver-Burk denklemi kullanilmistir. Bu denklemden elde edilen

grafik Sekil 3.8” de verilmistir.

1/v
/ 3000 -
y =2130,1x + 80,562
R?=0,9861
2000 -
A Serbest HRP
@ Nano HRP-ALP
1000 - y =2299,6x + 126,16
R?=0,9897
O T T T T T 1 1/[5]
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Sekil 3.8. Farkli derisimlerdeki TMB substratt ve pH 5 tamponu kullanilarak serbest HRP ve
NanoHRP-ALP ile olusturulan Lineweaver - Burk egrisi

Cizilen Lineweaver-Burk grafigi yardimiyla serbest HRP eziminin K, ve
Vmak strastyla 18 mM ve 7,92 x 10° U; nanoHRP-ALP yapisinin Ky Ve Viak
sirasiyla 26 mM ve 1,24 x 102 U olarak hesaplanmustir.

Cizelge 3.1. Literatiirdeki ve hesaplanan NanoHRP-ALP ve Serbest HRP enzimlerinin Michaelis
sabitleri ve maksimum reaksiyon hizlar

Kwu Vmak Referans
nano HRP-ALP 26 mM 1,24 x 102U
Serbest HRP 18 mM 7,92 x10° U
Serbest HRP 0.61mM 0.29 mM/min [43]
Serbest HRP 0.06 mM 15 x 10 M/s [44]
Serbest HRP 0.048 mM 1.65 x 10° M/s [45]

36



Serbest HRP ve nanoHRP-ALP enzimleri i¢in elde edilen sonuglar
Cizelge 3.1° de gosterilmektedir. Sentezlenen nanoHRP-ALP yapisinin Ky, ve
Vmak degerleri literatiirdeki serbest HRP K, ve Vak degerleri ile kiyaslanmastir.

Serbest ALP ve sentezlenen hetero nanoHRP-ALP enzim yapisinin Kinetik
sabitlerinin (K, ve Vna) Dbelirlenebilmesi igin 4-NPP  substrati varliginda
Lineweaver-Burk denklemi kullanilmistir. Bu denklemden elde edilen grafik Sekil

3.9’ da verilmistir.

1/V 10000 - y = 3028,8x + 5870,6
R?=0,9472
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Sekil 3.9. Farkli derisimlerdeki 4-NPP substrati ve pH 10 tamponu kullanilarak serbest ALP ve
NanoHRP-ALP ile olusturulan Lineweaver - Burk egrisi

Cizilen Lineweaver-Burk grafigi yardimiyla serbest ALP enziminin K, ve
Vmak strastyla 0,383 mM ve 5,07 x 10 U; nanoHRP-ALP yapisinin Ky, Ve Vinak
sirastyla 0,516 mM ve 1,70 x 10 U olarak hesaplanmustr.

Cizelge 3.2. Literatiirdeki ve hesaplanan NanoHRP-ALP ve Serbest ALP enzimlerinin Michaelis
sabitleri ve maksimum reaksiyon hizlari

Kwm Vmak Referans
nano HRP-ALP 0,516 mM 1,70x 10* U
Serbest ALP 0,383 mM 5,07 x 10* U
Serbest ALP 0,5 mM 20 uM/min [46]
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Serbest ALP ve nanoHRP-ALP enzimleri igin elde edilen sonuglar Cizelge
3.2’ de gosterilmektedir. Sentezlenen nanoHRP-ALP yapisinin K ve Vg

degerleri literatiirdeki serbest HRP Ky, ve Vma degerleri ile kiyaslanmustir.
3.1.6.3. Sicaklik etKkisi

Sicakligin, enzim aktivitesi iizerine etkisi ile ilgili ¢aligmalarin sonucu
Sekil 3.10 ve Sekil 3.11° de gosterilmektedir. Her iki ¢calismada da enzim aktivesi
Olctimleri 25, 37, 45, 60 ve 75°C’ de gerceklestirilmistir.

Sicakligin, serbest HRP ve nano HRP-ALP enzim aktivitelerine etkisinin
gozlemlemek i¢in pH 5 tamponu ve 10 mM TMB ve 2 mM H,0, substrat ¢ozeltisi

kullanilmustir.
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Sekil 3.10. Substrat olarak TMB kullanildiginda sicakligin serbest HRP ve Nano HRP-ALP
aktivitileri tizerine etkisi

Sekil 3.10° de goriildiigi tizere sicakligin her iki yap1 lizerindeki etkisinin
benzer oldugu goriilmektedir. 25°C° de kismen diisiik olan nano HRP-ALP
aktivitesi sicaklik artig1 ile 37°C’ de serbest enzimden daha yiiksek aktivite
gostermistir. Sicakligin 45°C° ye cikartilmasiyla her iki yapmin aktivitelerinde
azalma gozlenmistir. 60°C’ ye gelindiginde serbest enzimin aktivitesi yaklasik
%70 azalirken hetero nano-enzim yapinin aktivitesinde %25’ lik bir azalma s6z
konusudur. 70°C’ de serbest enzim denatiire olup aktifligini tamamen vyitirirken

hetero enzim nano yapi1 aktivitesini korumaktadir.
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Sicakligin, serbest ALP ve nano HRP-ALP enzim aktivitelerine etkisini
gozlemlemek i¢in pH 10 tamponu ve 10mM 4-NPP substrat ¢ozeltisi

kullanilmustir.
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Sekil 3.11. Substrat olarak 4-NPP kullamildiginda sicakligin, serbest ALP ve Nano HRP-ALP
aktiviteleri lizerine etkisi

Sekil 3.11° de sicakligin serbest ALP ve nano HRP-ALP aktiviteleri
tizerindeki etkisi gosterilmektedir. Her iki yapi ig¢inde aktivitenin en yiiksek
oldugu sicaklik 45°C olarak bulunmustur. Ancak bu sicaklikta serbest enzimin
aktivitesi hetero nano-enzim yapidan daha fazla artis gostermistir. 60°C’ de
serbest enzim denatiire olmaya baslamis aktivitesi biiyiikk oranda azalmistir. Bu
sicaklikta nano yapr serbest enzim kadar etkilenmeyerek aktivitesinde fazla bir
azalma gozlenmemistir. 70°C’de serbest enzim tamamen denatiire olmus ve

aktifligini yitirirken nano yap1 aktivite gostermeye devam etmektedir.
3.1.6.4. Enzim derisiminin etkisi

Sekil 3.12° de serbest HRP ve nano HRP-ALP yapisinin derisimlerinin
artmastyla enzim aktivitesinin nasil degistigi gosterilmektir. pH 5 tamponu ve 10
mM TMB 2 mM H,0, substrat ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite islemlerinde,

enzim derigimin artmasiyla aktivitenin dogru orantili olarak arttig1 goriilmiistiir.
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Sekil 3.12. Enzim derisimin aktivite iizerine etkisi (substrat : TMB ; pH5)

Sekil 3.13’ de serbest HRP ve nano HRP-ALP yapisinin derisimlerinin
artmasiyla enzim aktivitesinin nasil degistigi gosterilmektir. pH 10 tamponu ve 10
MM 4-NPP substrat ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite islemlerinde, enzim

derigimin artmasiyla aktivitenin dogru orantili olarak arttig1 goriilmiistiir.
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Sekil 3.13. Enzim derigimin aktivite {izerine etkisi (substrat: 4-NPP; pH10)
3.1.7. Hetero nano-enzim yapinin tekrar kullanilabilirligi

Tekrar kullanilabilirlik ¢aligmalarinda nano yapilar kinetik islemlerinden
sonra santrifiij ile ¢Oktiiriilmiistiir. Coktiirtilen nano HRP-ALP yapilar1 6nce etil
alkol, metil alkol ve saf su ile ve daha sonra tekrar saf su ile yikanmistir. Yikanan
nano yapilar su iceresinde dispers edilerek tekrar kinetik islemlere tabi

tutulmuslardir.
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Sekil 3.14. Substrat olarak TMB kullanilan aktivite islemlerinde nano yapilarin tekrar
kullanilabilirligi

Yapilan yikama islemlerinin sonuglar1 Sekil 3.14° de gosterilmektedir.
Kinetik islemlerden sonra metil alkol ile yikanan hetero nano-enzim yapilarin 15.
Tekrarda bile aktivitesinde 6nemli bir azalma olmazken etil alkol ile yikama
sonucunda aktivite 6. tekrarda aktivitesini yitirmistir. Saf su enzim substrat
arasindaki bagi kopartamadig: i¢in su ile yikanan nano yapilar ilk kullanimdan
sonra ¢ok diisiik bir aktivite gosterirken aktivite gosterirken diger tekrarlarda

aktivite gosterememistir.

3.1.8. Hetero nano-enzimin ELISA uygulamasi

Sentezlenen hetero nano-enzim yapisi ile gergeklestirilen ELISA
testlerinde hetero nano-enzimin sahip oldugu iki farkli enzimde etkin bir sekilde
aktivite gostermis ve bu enzimlerin yiiksek aktivite gosterdikleri optimum pH
degerleri baz alinarak ELISA uygulamasi gergeklestirilmistir. Sekil 3.15° de
enzim aktivitesinin t=0. dak., 1. dak., 3. dak., 5. dak. ve reaksiyonlarin
sonlandirildigi anlardaki renk degisimleri gosterilmektedir. A-F kuyucuklarinda
artan konsantrasyonlarda TNF-a antijeni, G kuyucuklar1 kor ve H kuyucuklari
numuler i¢in kullanilmistir. 1 numarali sirasinda hetero nano-enzim yapisi i¢in pH
5 ortaminda TMB substrati, 2 numarali sirada pH 10 ortaminda hetero nano-enzim

yapist i¢in p-NPP substrati kullanilmistir.
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Sekil 3.15. i) A-F: TNF-a standartlari, G: koér, H: TNF-a numunesi; ii) NanoHRP-ALP
heteroenzim ilavesinin birinci dakikasi (TMB ve 4-NPP substratlari); iii) NanoHRP-
ALP heteroenzim ilavesinin tdgiincii dakikasi (TMB ve 4-NPP substratlari); iv)
NanoHRP-ALP heteroenzim ilavesinin besinci dakikasi (TMB ve 4-NPP substratlar1);
v) 0,5 M H,SO, ve 0,5 M NaOH ilavesiyle enzim reaksiyonlarmin sonlandirilmasi.

Cizelge 3.3’

de gergeklestirilien ELISA uygulamasimin

sonuglari

gosterilmektedir. Elde edilen bulgular sonucunda kalibrasyon grafikleri ¢izilmis

ve numunenin derigimi hesaplanmaistir.

Cizelge 3.3. NanoHRP-ALP heteroenzim ile gergeklestirilen ELISA uygulamasinin verileri.

Derisim : 2
(TMB) | (4-NPP)

A 31,25 ppm 0,067 0,222
B - 62,5 ppm 0,079 0,246
C it 125 ppm 0,1 0,306
D £ s 250 ppm 0,15 0,482
E Z 500 ppm 02

F 1000 ppm

G Kér 0 ppm 0,053 0,166
H Numune Bilinmeyen 0,14 0,565
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Elde edilen sonuglardan g¢izilen kalibrasyon grafikleri Sekil 3.16° da
gosterilmektedir. Kalibrasyon grafiklerin sayesinde olusturulan denklemlerden
yararlanarak TMB substratt kullanilarak hetero nano-enzim yapisinda HRP
enziminin aktivitesi sayesinde numunedeki TNF-a derisimi 376 ppm ve p-NPP
substratt kullanilarak hetero nano-enzim yapisinda ALP enziminin aktivitesi

sayesinde ayni numunedeki TNF-a derisimi 351 ppm olarak hesaplanmustir.

AA AA
0,5 7 1,8 -

=1,61E3x
04 1 ¢TMB y =3,72E%x 1,5 A-NPP y=4

R?=0,99

R2:0,98 1.2 -
0,9 -
0,6 -
0,3 -
1 0 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Derisim (ppm) Derisim (ppm)
(A) (B)

Sekil 3.16. A) NanoHRP-ALP heteroenzimi ve TMB substrati kullanilarak olusturulan TNF-a
kalibrasyon grafigi; B) NanoHRP-ALP heteroenzimi ve 4-NPP substrati kullanilarak
olusturulan TNF-a kalibrasyon grafigi.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada yapisinda birden fazla fonksiyonu barindiran hetero nano-
enzim yapilar1 sentezlenmis, sentezlenen iiriin karakterize edilmis ve boylece
alternatif bir nano yap1 gelistirilmistir. Bu amagla 6ncelikle metakriloil amino
tirozin monomeri sentezlenmistir. Sentezlenen monomer rutenyum ile kompleks
olusturarak fotosensitif 6zellik kazandirilmistir. R. Say ve arkadaslar1 tarafindan
gelistirilen ANADOLUCA yontemi ile fotosensitif monomer, alkalen fosfataz ve
horseradish peroksidaz enzimleri ile beraber hetero nano-enzim yapisi
sentezlenmis ve karakterize edilmistir. Karakterizasyon islemleri dogrultusunda
hetero nano-enzim yapinin Bradford yontemine gore toplam protein miktari 40
ppm olarak hesaplanmigtir. Bu dogrultuda reaksiyon ortamina eklenen enzimlerin
birgogu nano yapilara katilmadan santrifiijleme islemi sonrasinda ortamdan
uzaklastirilmaktadir.

Kinetik ¢alismalarda pH, enzim derisimi, sicaklik, substrat derisimi ve
tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Hetero nano-enzim yapisinda
bulunan HRP enziminin TMB substratina karsi optimum pH’ 15 olarak bulunmus
ve ¢ok yiiksek olmasa da serbest HRP enzimine nazaran daha yiiksek aktiviteye
sahip oldugu goriilmiistiir. Hetero nano-enzim yapisinda bulunan ALP enziminin
p-NPP substratina karsi optimum pH’ 1 10 olarak bulunmus ve diisiik pH’ larda
nano yapinin aktivitesi bir miktar yiiksek olsa da optimum pH’ da serbest enzimin
bir miktar gerisinde kalmistir. Boylece hetero nano-enzim yapisinda HRP ve
ALP’ nin ayn1 oranda bulunmadig1 anlagilmistir.

Substrat derigimi ektisi incelendiginde hetero nano HRP-ALP enzim
yapisinin TMB substratina karst Ky = 26 mM ve Vi = 1,24X10’2 U olarak
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglarin serbest HRP enziminin Kp ve Vi
degerlerinde ¢ok farkli olmadigi ve literatiir degerlerine yakin oldugu
goriilmiistiir. Hetero nano HRP-ALP enzim yapisinin p-NPP substratina karsi1 Kp
=0,516 mM ve V= 1,70 x10* U olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglarin
serbest ALP enziminin Ky, ve Vya degerlerinde ¢ok farkli olmadigi ve literatiir

degerlerine yakin oldugu goriilmiistiir.
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Sicakligin enzim aktivitesi lizerine etkisi incelendiginde hetero nano enzim
yapisinin TMB substratina karst HRP enzimine gore daha kararli bir aktivite
gostermistir. Serbest HRP 70 °C’ de aktivitesini tamamen vyitirirken hetero nano-
enzim yapisi bu sicaklikta bile belirli bir aktiviteye sahiptir. Sicaklik ¢alismalari
p-NPP substrati ile gergeklestirildiginde hetero nano-enzim yapisi i¢erisinde HRP
enzimi kadar ALP bulunmamasindan dolay1 55 °C’ ye kadar serbest ALP daha
yiiksek bir aktivite gostermektedir. Ancak 70 °C’ de serbest ALP enzimi aktivite
gosteremezken hetero nano-enzim yapisinda bulunan ALP enzimi etkin bir
sekilde ¢aligmaktadir. Bu dogrultuda yiiksek sicaklikta bile hetero nano-enzim
yapisi aktiviteye sahip olarak serbest enzimlerden avantajli  duruma
gelmektedirler.

Enzim derisiminin enzim kinetigi {lizerine etkisi incelendiginde hetero
nano-enzim yapisinin her iki substratta da serbest enzimlerde oldugu gibi enzim
derigimin artmasiyla aktivitenin lineer olarak artig1 goriillmektedir.

Tekrarlanabilirlik calismalari, enzim aktivite calismalarin
tamamlanmasinin ardindan hetero nano-enzim yapilarin MeOH ile yikanmasiyla
15 tekrara kadar aktivitesinde oOnemli bir kayip olmadan c¢alistiginm1 bize
gostermektedir. EtOH ve su, enzim-substrat kompleksinin olusturdugu
nonkovalent baglari etkin bir sekilde koparamadigi i¢in enzim-substrat iligkisinde
ki ikincil etkilesimleri bozmaktadir. Bu yiizden EtOH ve su ile gerceklestirilen
yikama iglemleri hetero nano-enzimin saglikli bir aktiviteye sahip olmasina
olanak tanimamaktadir. Endiistride bir¢ok sektdr enzim kullanmaktadir. Tekrar
kullanilabilir hetero nano-enzim yapilari sayesinde bu calisma ile gelistirilen
enzimleri kullanan igletmeler iiretim maliyetlerinde 6nemli bir azalmaya sahip
olacaklardir.

Calismanin son asamasinda TNF-o antijenine yonelik ELISA mikro
plakalar1 gelistirilmistir. Bu dogrultu ilk olarak mikro plakalar hidrazin ile amin
gruplarinca plazma cihazi ile modifiye edilmistir. Amin kapli mikro plakalara
NHS, EDC ve metakriloil amino tirozin fotosensitif monomeri yardimiyla anti-
TNF-a antikoru kaplanmis ve BSA ile bloklanarak mikro plakalar stabil hale
getirilmislerdir. Daha sonra standart bir sandvi¢ ELISA yontemi uygulanarak

farkli derisimler deki TNF-o antijenleri mikro plaka kuyucuklarina enjekte
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edilmistir ve birer kuyucuk koér ve numune i¢in kullanilmistir. Belirli bir
inkiibasyon siiresi sonrasinda yikanan kuyucuklarin iizerine biotin konjuge anti
TNF-o antikoru ilave edilmistir. Yikanan kuyucuklara tez c¢alismalari
dogrultusunda elde edilen streptavidin konjuge HRP ve ALP enzimlerine sahip
hetero nano-enzim yapisi ilave edilerek kuyucuklar tekrar yikanmistir. Son olarak
farkli swralara TMB ve p-NPP substratlar1 eklenerek kinetik Olgiim
gergeklestirilmistir.  Mikroplaka okuyucu yardimiyla elde edilen sonuglar
dogrultusunda ayni numune igerisinde bulunan TNF-a derisimi TMB substrati
kullanilarak 376 ppm ve p-NPP substrati kullanilarak 351 ppm olarak
hesaplanmigtir. Bu dogrultuda sentezlenen hetero nano-enzim yapisinin ELISA
uygulamalarinda kullanabilir oldugu ve ayni zamanda farkli pH degerlerinde,
farkli substratlarla calistig1 goriilmektedir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda hetero nano-enzim yapilarin serbest
enzimler kadar ve hatta daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu, serbest enzimler tek
kullanimlik olurken hetero nano-enzim yapilarin tekrar tekrar kullanilabilir
oldugu, hetero nano-enzim yapilarin sicakliga kars1 daha direncli oldugu
gorilmektedir. Ayrica ELISA gibi uygulamalarda da serbest enzimler kadar etkin
bir sekilde ¢alistig1 gibi farkli pH ve substrat kullanimlarina olanak tanimaktadir.

Enzim immobilize teknolojisinde yasanan aktivitenin diisiik olmasi,
denetiirasyonun daha fazla olmasi gibi sorunlara ve tekrar kullanilabilirlik
calismalarindaki yasanan sikintilara karsi sentezlenen nano hetero-enzim yapisi

daha stabil ve yiiksek bir aktiviteye sahiptir.
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