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OZET

Bu calismada, once ferrosen cekirdekli birinci (1J) ve ikinci jenerasyon (2J) dendronlar
sentezlenmis, daha sonra amino fenol tiirevleri, Pd(Il) veya Pt(Il) katyonlar ile “kalip”
yontemi kullanilarak genisletilmis ikinci jenerasyon dendronlar [2J-X-Pd(Il) ve 2J-X-
Pt(IN] (X; -H, -NO2, -CHs3) elde edilmistir. Sentezlenen dendronlarin yapilari, FT-IR, UV-
Vis, tH-NMR, AAS, LC-MS, MALDI-TOF MS, termal analiz (TGA), molar iletkenlik ve
magnetik siisseptibilite O6l¢timleriyle aydinlatilmistir. 2J, 2J-X-Pd(Il) ve 2J-X-Pt(Il)
dendronlarina glukoz oksidaz (GOx) ve asetilkolinesteraz (AChE) enzimleri immobilize
edilmis ve optimizasyon parametreleri (pH, sicaklik, substat derisimi, tekrar kullanim,
depolama kararlilig1) belirlenmistir. Michaelis-Menten esitligi ile Km (mM) ve Vmak
(mM.dk?) degerleri hesaplanmustir. immobilize glukoz oksidaz enziminin yapay idrar
ortaminda tekrar kullanilabilirligi incelenmistir. Immobilize asetilkolinesteraz enziminin
pestisit (Fosmet, Karbaril, Florokloridon) tayininde kullanilabilirlikleri arastirilmistir.
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ABSTRACT

In this study, firstly, the first (1J) and second generation (2J) dendrons involving ferrocene
were synthesized and then, the expanded second generation dendrimers, [2J-X-Pd(Il) and
2J-X-Pt(1)] (X; -H, -NO., -CHs), were obtained using “template method” with
aminophenol derivatives, Pd (II) or Pt (1) cations. Their structures were characterized by
molar conductivity, magnetic susceptibility thermal analyses (TGA), FT-IR, UV-Vis, H-
NMR, MS, LC-MS, Maldi-TOF MS methods. Glucose oxidase (GOx) and
acetylcholinesterase (AChE) enzymes were immobilized on the 2J, 2J-X-Pd(ll) and 2J-X-
Pt(l1l) dendrons, and their optimization parameters (pH, temperature, substrate
concentration, reusability and storage capacity) enzyme were determined. Their Km (mM)
and Vmax (mM.min?) values were calculated from the Michaelis-Menten equation. The
reusability of the immobilized glucose oxidase enzyme was investigated in artificial urine
medium. The use of immobilized acetylcholinesterase enzyme in the determination of
pesticides (Phosmet, Carbaryl, Flurochloridon) has been investigated.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.
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BM Bohr magneton
A Dalga boyu
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1. GIRIS

Redoks enzimler gibi davranan dendronlarin sentezi ve 6zelliklerinin arastirilmasi ile ilgili
caligmalarin 2000°1i yillardan giiniimiize kadar giderek arttig1 gériilmektedir [1,2]. Dogaya
ve canli metebolizmasina zarar vermeden, yine dogaya ve canli metabolizmasina faydali
aragtirmalarin yapilmasi 21.ylizyilda ragbet gorecek alanlarin en baginda gelecektir.
Nitekim giiniimiizde dogay1 ve canli metabolizmay: taklit ederek hem endiistri hem de

saglik alanlarina faydali olacak modeller gelistirilmektedir.

Taklidi yapilan ¢alismalardan birisi, hemeproteinlerin (heamprotein) {izerine oldugu
goriilmektedir. Bilindigi gibi hemoglobinin yapisinda bulunan hem (heam) proteinleri,
oksijeni baglama ve tasimada rol oynar, Dandliker ve digerieri hemoglobini model alarak
demir-porfirin ¢ekirdekli dendrimeri hazirlamiglar (Sekil 1.1) ve hazirladiklar1 bu
dendrimerin hiicrede pek ¢ok kimyevi reaksiyonu katalizleyen sitokrom enzimi gibi

calisabilecegini ifade etmislerdir [3].

S
2

Sekil 1.1. Porfirin merkezli dendrimer



Gerek dogada gerekse canli metabolizmasinda gergeklesen kimyasal olaylarin meydana
gelmesinde elektron transferlerinin rol oynadigr bu sayede gerek kimyasal is gerekse
mekanik is iiretmede onemli katkisinin oldugu bilinmektedir. Bu elektron transferlerinin
arzu edilen hizlarda olmasi teknolojik gelismelere katki saglayacagi sdylenmektedir. Bu
amagla ¢ok farkli calismalarin yer aldigi goriilmektedir. Boyle ¢aligmalardan birisi, Gray
ve digerleri tarafindan metalo proteinleri referans alarak gelistirdikleri gecis metal
merkezli dendrimerleridir. Arastirmacilarin hazirladiklar1 bu dendrimerlerdeki elekton
transfer hizina etki eden faktorleri aragtirmislardir. Elektron transfer hizindaki degisimin
aktif merkez ile substrat arasindaki uzakligin artmasiyla azaldigini ifade etmislerdir [4].
Ayrica metal igeren dendrimerlerin elektron depolama 0Ozelligi gostermesi nedeniyle
molekiiler bataryalar olarak da dikkate alindiklar1 kaynaklarda yer almakta ve bu amagla
kulllanilan metallerin genellikle Ru?*, Os?*, ferrosenler, kobaltosenler kaynakli oldugu

goriilmektedir [5,6].

Yukarida kisaca bahsedilen ve temeli dogay: taklit etmeye dayanan bu tiir arastirmalara
katki saglamak, tezimin ¢ikis noktasini olusturmustur. Bu amagla kaynaklarda
rastlamadigimiz Ferrosen merkezli dendronlarin hazirlanmasi, bu dendronlarin heterosiklik
aldehitler ve d® konfigiirasyonuna sahip gecis metallerini igermesi ve destek materyal
olarak kullanilabilirligi hem yeni hemde ilging ¢ok fonksiyonlu bilesikler olacagi
diisiincesi ¢alismamizin temelini olusturmustur. Sunulan tezin deneysel boliimii ii¢ baslik

altinda ele alinmustir.

Birincisi, ferrosen govdeli dendronlarin hazirlanmasi ilizerinedir. Bunun ig¢in
ferrosenaldehit ile melaminin katilma-ayrilma tepkimesi sonucunda elde edilen iiriiniin (1J)
tereftaldialdehit ile reaksiyona sokulmasiyla iki jenerasyonlu (2J) dendritik yapi elde

edilmistir.

Ikincisi, iki jenerasyonlu (2J) dendritik yapinin genisletilmesi iizerinedir. Heterosiklik
aminler (2-Aminofenol tiirevleri) ile 2J yapili dendritik molekiillerin tepkimesi sonucunda
olusan Schiff bazlarma Pd(II)/Pt(Il) metallerinin template metoduna gore reaksiyona
sokularak genisletilmis 2J dendronlar1 (2J-HPd, 2J-HPt, 2J-NO2Pd, 2J-NO2Pt, 2J-CH3Pd,
2J-CH3Pt) elde edilmistir. Sentezlenen 1J ve 2J dendritik yapilari, 'H-NMR, FT-IR, UV-
GB, LC-MS spektrumlari, element analizi ve erime noktasi tayini ile yapilar

aydinlatilmistir. Genisletilmis 2J dendritik yapilarin FT-IR, UV-GB spektrumlari, termal
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analizler (DTA ve TGA), MALDI-TOF MS, iletkenlik ve magnetik duyarlilik dlgiimleri ve

element analizleri ile aydinlatilmistir.

Uciinciisii, genisletilmis 2J dendritik yapilara enzim immobilizasyonu ve pratik
uygulamalari iizerinedir. Immobilizasyonda kullanilan enzimler Glukoz oksidaz (GOx),
Asetilkolin Esteraz (AChE)’dir. Immobilize-GOx’mn pratik uygulamasi suni idrardaki
tekrar sayisinin belirlenmesi iken, immobilize-AChE enziminin uygulamasi pestisit ve

herbisitlerin tayin edilebilirligi tizerinedir.






2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Dendronlar ve Kademeli Molekiillerin Ortaya Cikisi

1978 yilinda Végtle ve digerleri kademeli molekiilleri ilk kez diverjent (iraksak)
yontemiyle sentezlemis, bu tarihten sonra bu yapilarin popularitesi artmistir [7]. Végtle
kademeli sentezde monoamin (Sekil 2.1) ve diaminleri, akrilonitril ile tepkimeye

sokmustur. Boylece tekrarlayan bir sentez rotasi olusturmustur.

+/ CN Co(IT),NaBH4
— —_—
a b
NC CN
NH, NH,
+ /\CN Co(I1),NaBHa4
b
a

J/N N N N
JUsS, S
CNNC CN
H,N
H,N NH,

Sekil 2.1. Ilk kademeli molekiillerin sentezi

Aslinda, Végtle bu calismasindan birkag yil 6nce, Weber ile “ahtapot molekiiller” olarak

tanimladiklar1 ¢ok fazla dallanma igeren bir makromolekiil (Sekil 2.2) sentezlemistir [8].

1982 de, Maciejewski kademeli olarak gelistirilen yapilara benzer polimerler sentezlemis
[9], Gennes ve Hervet ise yiiksek dallanmis molekiillerin sentezine 6nemli katkilar
sagladiklar1 i¢cin 1983 yilinda Nobel ddiiliinti almislardir. Gennes yiiksek dallanmis makro
molekiilleri yumusak malzemeler olarak tanimlamis ve sentezinde “kademeli teori” adinm

verdigi istatisti§e dayali bir model gelistirmistir [10,11].



Sekil 2.2. Végtle ve Weber’in ahtapot molekiilii

1985 yilinda Tomalia yiiksek dalli poliamidoaminleri (PAMAM) gelistirmis ve bu yapilari
“starburst (y1ldiz genislemesi) dendrimerler” olarak tanimlamistir. Daha sonra, bu yapilara
“dendrimer” adi verilmistir. Dendrimer kelimesi yunanca “aga¢” anlamina gelen
“dendron” ile, “boliim” anlamina gelen “meros”’un biraraya getirilmesi ile olugturulmustur
[12]. Ayn1 sene Newkome ve digerleri diverjent sentez yontemini kullanarak suda ¢6ziinen
yiiksek dallanmis makromolekiilleri sentezlemisler, bu molekiilleri latince “agac¢” anlamina
gelen “arbor” sozcliglinden yola c¢ikarak “arborol sistemler” (Sekil 2.3) olarak

tanimlamiglardir [13].

Br a 0O
OEt

0O
OEt

OH
HZNAGOH
OH

"TRIS"

Br b

Br

Sekil 2.3. Arborol yapinin sentezi



Bu makromolekiiller kaynaklarda “dendrimerler”, “dendronlar” ve “arborollar” olarak

karsimiza ¢ikmaktadir.
2.1.1. Dendronlar ve kademeli molekiillerin kimyasal yapisi

Dendrimerler ii¢ boyutlu, dendronlar ise iki boyutlu yiiksek dallanmis makromolekiiller
(Sekil 2.4) olup, polimerik materyallerin yeni bir sinifin1 olusturmaktadirlar. Polimerlerin

onemli bir sinifin1 teskil eden bu yapilar teknolojide son 25 yildir kullanilmaktadir [14].

| e Cekirdek ?;wv
&/,
&{ 23:2% Jenerasyonlar }éafo_ %@
&Q {:‘@ .... Dallanma noktalan m—t ? 4.0‘ &‘*ﬁc:(g
RN T AR
Uc Gruplar ) N “
Dendron Dendrimer

Sekil 2.4. Dendron ve dendrimer’in yapisal gosterimi

Dendronlar, ¢ok fonksiyonlu bir merkez (¢ekirdek, 6z ), her bir dallanma ile olusan i¢
tabakalar (jenerasyon, G) ve fonksiyonel grup tasiyan dis ylizeyin bir araya gelmesiyle
olusan yapilardir [15]. Cekirdek olarak genellikle amonyak, etilendiamin, melamin (Sekil

2.5) gibi yapilar kullanilmaktadir [12,16].

NH,
@ /\Cone HzN/\/

(1) MeO,C 2)

Sekil 2.5. a) Amonyak, b) etilendiamin, ¢) melamin’den baslayan sentezler
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Sekil 2.5. (devam) a) Amonyak, b) etilendiamin, ¢) melamin’den baslayan sentezler



2.1.2. Dendronlar ve kademeli molekiillerin sentez yontemleri

Dendronlar genellikle diverjent (iraksak) veya konverjent (yakinsak) yontemleri ile
sentezlenir. Iraksak yontemde, dallanmalar monomerin aktif gruplar1 ile c¢ekirdek
yiizeyindeki fonksiyonel gruplarin reaksiyona girmesiyle olusur (Sekil 2.6.a); biiylime
multifonksiyonel ¢ekirdekten disa dogru gerceklesir [17].

crtf o

, @ e | “"

Sekil 2.6. a) Iraksak yontem, b) yakinsak yontem ile dendritik yap1 olusum semasi

Yakinsak yontem, 1raksak yontemin eksikliklerine cevap vermek igin gelistirilmistir. Bu
yontemde Once dis kiire hazirlanir. (Sekil 2.6.b) Bunun i¢cin monomerler sentezlenir, sonra
cekirdege baglanirlar, bdylece bir dendron meydana gelmis olur [18,19].

2.1.3. Dendritik yapilarin 6zellikleri

Dendritik yapilarin baslica o6zellikleri, boyutsal, fiziksel, kimyasal, jenerasyon sayilari,

¢ozlnirlikleri, molekiil agirliklari, viskoziteleri vb. basliklar altinda ele alinmaktadir.

Dendritik vapilarin bovutsal dzellikleri

Dentritik yapilar, evrende biyolojik sistemlerin ¢ogunda gozlemlenen ve neredeyse tiim

uzunluk olgiilerinde bulunan yapilardir. Bu yapilara, aga¢ dallari, kokler, nehirler,
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mercanlar, simsek, insan viicudundaki ciger, bobrek, damarlar, néronlar (sinir hiicreleri),
kar taneleri gibi metre diizeyinden nanometre diizeyine kadar pek ¢ok drnek verilebilir [20-
22].

Sekil 2.7. Agac dallar1 ve koklerinin dendritik molekiillerle yapisal benzerliklerinin
gosterimi

Farklt boyutlardaki bu Orneklerin, biiyiik benzerlik gostermesinin nedeni tamamen
aciklanamamistir. Bu yapilarin enerjilerini azaltmak ve dagitmak i¢in maksimum ara yiizey

olusturduklar1 ve zaman i¢inde biiytidiikleri diistiniilmektedir [22].

Cekirdek >1nm 1-2nm 3-6nm

Sekil 2.8. Artan jenerasyon sayisina bagli “nm” cinsinden dendritik yapilarin boyutu

Dendronlarda jenerasyon sayilarinin belirlenmesi

Dendritik yapilar, kimyasal anlamda ti¢ farkli bilesenin bir araya gelmesiyle meydana
gelmektedir. Bunlar; 1. Cok fonksiyonlu gekirdek, 2. I¢ tabakalar (Dallar) 3. Cok degerlikli
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yizey (Ug¢ grup)’dir. Merkez molekiil (Cekirdek) 0. Jenerasyon (Go) olarak
adlandirilmakta ve bundan sonraki dallanmayi saglayan her ardisik birim bir sonraki
jenerasyonu olusturmaktadir. Sekil 2.9°da iki jenerasyonlu bir dendronun sematik

gosterimi verilmistir.

1. Jenerasyon

\ . Uc grup

Cekirdek

Sekil 2.9. Iki.jenerasyonlu dendronun sematik gdsterimi

Cekirdekten baglayarak biiyliyen zincirler giderek uzamakta ve dendronlar adeta bir kek
dilimi goriiniimiine sahip olmaktadir. Dendronlarin dis kenarlarinin genislemesiyle kapali
membran tipli, sik istiflenmis yapilar olusur. Bu yapilar kritik dallanma noktasina
ulagildiktan sonra uygun bos alan kalmadigindan daha fazla biiyliyemezler, buna “starburst
etki” ad1 verilir [23]. Yapida bulunan reaktif u¢ gruplar, dendritik yapiy1 daha biiyiitmek
yada yapiya bagka gruplar ilave etmek i¢in kullanilmaktadir [24]. Dendritik yapilarda ug

gruplarin sayisindaki artisin nasil olabilecegi ile ilgili “Es. 2.1 tiiretilmistir [15].

Z= nc.an (21)

Z: ug grup sayist
Nnc: merkez molekiildeki bag sayisi
Nm: dallanmay1 saglayan bag sayisi

G: jenerasyon sayisi
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Bu esitlik, merkez molekiiliinii, tekrarlayan birimi, tabaka sayisin1 ve yiizey tabakasinin
bilesimini igerdiginden, bu parametreleri degistirerek, sentezlenecek iki ve {i¢ boyutlu
dendritik molekiilleri 6ngérebilmek miimkiin olmakta, hatta dendrimerlerin fizikokimyasal

ve makroskopik ozellikleri de tahmin edilebilmektedir [15].

Kritik Nokta
[
=2
=
(=
=
o
&}
e ——r
- ¥ s —_———a
= ’ =
7] Pid S
= ’ S
= td N
= Ve ~
’ N
- ’ \Y
\
A
\

Jenerasyon Sayisi

Sekil 2.10. Dendritik yapilarin “starburst etki”’den dolayi jenerasyon sayisinin belirlenme
grafigi

Dendronlarin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Bu yapilar, genellikle ¢ok sayida aktif u¢ grup barindirdiklarindan yiiksek kimyasal
aktivite gostermektedir [24]. Ayrica bu u¢ gruplar dendronlarin kararliliklarini,
coziiniirliiklerini, agregasyonunu, reaktiflikliklerini belirlemede rol oynarlar. Bu nedenle
uc¢ gruplarin kimyasal modifikasyonu ile dendritik yapilarin 6zelliklerini degistirmek

miimkiin olabilmektedir [21].

Dendritik vapilarin ¢ézinirligi

Yapilarinda ¢ok fazla zincir sonlarinin bulunmasi, ¢oziiniirliiklerinin ve karigabilirliklerinin
yiiksek olmasina neden olmaktadir. Ayrica dendronlarin ¢oziiniirliiklerine etki eden bir
diger faktor de yiizey gruplarmin dogalaridir. Hidrofobik u¢ gruplara sahip dendritik
yapilar apolar ¢oziiciilerde ¢oziinebilirken, hidrofilik gruplar ile sonlanmis olanlar polar
coziiclilerde  coziinebilmektedir. Bu yapilarin  ¢Oziniirliklerinin  ve  kimyasal
reaktivitelerinin polimerik yapilardan daha iyi oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan rapor

edilmigtir [23].
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Molekiil agirhigi

Dendritik  yapilarin  boyutlar1 ve molekiil agirliklari, sentez esnasinda kontrol
edilebilmektedir. Birinci ve ikinci jenerasyonlarda diisiik molekiil agirligina sahip
bilesikler, besinci ve daha sonraki jenerasyonlarda ise yiiksek molekiil agirlikli bilesikler
bulunur. Dendritik yapilarin tahmini molekiil agirliklart matematiksel bir “Es. 2.2” ile

hesaplanabilmektedir [23].

c
my—1
M=M.+n.| M, ( )+ M, - Hﬁ] (2.2)

Hm_ ].

Mc: Merkez molekiiliin molekiil agirlig

Mm: Dallanmayi saglayan monomerin molekiil agirligi
M¢: Ug gruplarin molekiil agirlig

Nc: Merkez molekiiliin bag sayisi

Nm: Dallanmay1 saglayan bag sayist

G: Jenerasyon sayisi

Viskozite

Dendritik yapilar ¢ozeltilerde top seklinde sikica paketlenmis bir yap1 olusturmaktadir. Bu
da onlarin akiskanlik (reolojik) 6zelliklerini olumlu yonde arttirmaktadir. Coziinmiis lineer
polimerler ile kiyaslandiklarinda, dendritik molekiillerin diisiik viskoziteye sahip olduklari
goriilmektedir [23]. Bilindigi gibi viskozite molekiil biiyiikligi ile dogrudan iliskilidir.
Dendritik yapilarin instrinsik viskositeleri diisiiktiir ve viskoziteleri molekiil agirliklarina

neredeyse bagh degildir [25].

Hiperdallanmis polimerlerde ise viskozite molekiil agirligima ya da jenerasyon sayisina
bagl olarak degigmektedir. Sekil 2.10°da goriildiigii gibi, maksimum nokta ii¢lincii ve
yedinci jenerasyonlar arasinda olmaktadir; dendritik yapiya ve ¢oziiciiniin safligina bagh

olarak farklilik gostermektedir [26-27].
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Sekil 2.11. a) Hiperdallanmig polimerlerin ve dendritik yapilarin intrinsik vizkozite,
b) yogun kabuk modeline gore dendrimer molekiiliindeki yogunluk dagilim
sematik gosterimi

Biyolojik 6zellikleri

Katyonik dendritik yapilar (amin u¢ gruplu PAMAM ve diisiik pH degerlerinde katyonik
grup olusturan polipropilen imin dendrimerleri v.b.) genellikle hemolitik (kan hiicresini
parcalayan) ve sitotoksiktir. Bunlarin toksisiteleri jenerasyonlarina baglidir ve artan ug
grup sayisi ile birlikte artmaktadir. Buna karsin karboksilat u¢ grup iceren anyonik
dendrimerlerin genis bir konsantrasyon aralifinda sitotoksik etkiye sahip olmadigi
bilinmektedir [23].

2.1.4. Dendronlar ve kademeli molekiillerin yapisal olarak siniflandiriimasi
Dendritik yapr tiirleri, siv1 kristal, tektodendrimer, kiral dendrimer, PAMAM, PAMAMOS,
PPl dendrimerleri, Fréchet tipi dendrimer, peptit dendrimer, glikodendrimer, hibrit

dendrimer, multilingual dendrimer, amfifilik dendrimer gibi bagliklar altinda

incelenmektedir.

Sivi kristal dendron ve dendrimerler

Ik 15182 duyarli sivi kristal dendrimerler 1990 yilinda Tomalia ve digerleri tarafindan
sentezlenmistir [28]. Bu dendrimerlerin uglarinda sinamil gruplart mevcuttur, UV 15181
altinda, sinamil gruplarinda E-Z izomerizasyonu ve [2 + 2] fotosiklokatilma tepkimesi

olusur ve ii¢ boyutlu bir ag yap1 meydana gelir [29]. Siv1 kristal dendritik yapilar diverjent
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yontemiyle sentezlenmektedir; bunlara polikanter kristalleri, karbosilan dendrimerleri

Ornek verilebilir.

SiCly - A |

\L J SiCl, Si
HSlCl3 /I XMg/\% A /D—Si¥

AN

SiCly Si

66, K <_\=

Sekil 2.12. Karbosilan dendrimerlerin sentez rotasi [30]

Tektodendron ve dendrimerler

Tektodendrimerler, c¢ekirdek bir dendrimer ile bu dendrimerin baska dendrimerler
tarafindan sarilmasi sonucunda olusan dendritik yapilardir. Ayrica terapdtik ajanlarla sarili

dendrimerlerden olusmasi nedeniyle bu yapilar “tekto dendrimerler” olarak ifade edilir

[31]. Hastalikl1 hiicrelerin teshisinde, hastalik derecesinin belirlenmesinde, ila¢ saliniminda

kullanilirlar [32].

Sekil 2.13. PAMAM cekirdek-kabuk tektodendrimerin temsili gosterimi
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Kiral dendrimerler

Bu dendrimerlerde kiralite, siral merkeze kimyasal olarak benzer fakat yapisal olarak farkli
gruplarin baglanmasi ile meydana gelir [33]. Rasemik olmayan dendrimerler, asimetrik

kataliz ve siral molekiillerin taninmasinda kullanilirlar.

PAMAM dendrimerler

Ilag saliniminda en yaygin olarak kullanilan poliamidoamin (PAMAM) dendrimerleri ilk
kez Tomalia tarafindan sentezlenmistir [34]. Birgok amin gruplarina sahip olmasindan

dolayi ¢oziintirliigii yiiksek olup, diverjent metoduyla sentezlenen dendrimerlerdir [35].

_______________________________

0
H
(0] O N ~A NH
N NH ~ ~NH,
\/\N . ~_- Jj N N
? N : 5
1 R= o0=X 1y
NH,
R\\\ //R o & 4 4 OO WSO W
NH,

Sekil 2.14. Tomalia ve digerierine gore poli(amidoamin) dendrimerlerin gdsterimi

PAMAMOS dendrimerler

Merkezden ¢evreye dogru biiyiiyen poli(amidoamin-organosilisyum) dendrimerleri kisaca
“PAMAMOS” olarak ifade edilir. Bu dendrimerler misel yapilara sahip olup, hidrofobik

ozellikli orgonosilisyum ve niikleofilik 6zellikli poliamidoamin’den olugmaktadir [36].

PPI dendrimerler

Micheal tipi katilma ile aminin akrilonitrile baglanmasi, daha sonra nitril gruplarinin
indirgenerek primer -NH: gruplarinin olugmasi ve boylece biiyliiyen makromolekiillerin
meydana gelmesine dayali dendritik yapilardir. Poli(propilenimin) “PPI” olarak ifade

edilen dendritik yapilar ilk defa Vigtle tarafindan sentezlenmistir [7].
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Sekil 2.15. Polipropileniminin diverjent yontemle sentezlenmesi

Fréchet tipi dendrimerler

Polibenzileter tabanli olan bu dendrimerler, Hawker ve Fréchet tarafindan 1990 yilinda
konverjent metotla sentezlenmistir [37]. Bu dendrimerlerin genellikle ylizey gruplarini

karboksilik asitler olugturmaktadir. Boylece polar ¢oziiciilerde ¢oziiniirliikleri artmaktadir.

Sekil 2.16. Fréchet tipi dendrimer gosterimi
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Peptit dendrimerler

Cekirdek yada dallanmalarin aminoasitlerden olusmasi sonucunda meydana gelen ve ii¢

boyutlu olarak biiyliyen dendritik yapilara peptit dendrimerler ad1 verilir [22].

Glikodendrimerler

Yapilarinda karbohidrat bulunduran dendrimerlere glikodendrimer denilir. Karbohidrat
uclu, karbohidrat merkezli ve tamamen karbohidratlardan olusan dendrimerler olmak iizere

ii¢ alt sin1ft mevcuttur [38].

Hibrit dendrimerler

Dendritik ve lineer polimerlerin kombinasyonu sonucu olusan dendrimerlerdir. Birden ¢ok
reaktif zincir uglarma sahip aktif molekiillerden olusan kiiciik dendrimerlerin, lineer

polimerlerle etkilesmesi sonucu olusan hibrit yapilardir.

2.1.5. Dendritik yapilarin uygulama alanlari

Dendritik molekiiller ¢cok fonksiyonlu gruplar icerdiklerinden birgok uygulama alanina
sahiptirler. Ornek olarak, fotodinamik tedavi, ilaglarin magnetik rezonans gériintiileme, X-
Ray, ya da prob olarak kullanilmasi, ila¢ salinimi, goz damlasi, kontrollii ilag salinimi,
hedef odakli ila¢ salinimi, gen iletimi, biyomedikal gibi alanlar1 igeren farmositik
uygulamalar, kozmetik, ¢Oziiniirliik arttirmada, 151k toplama ozelligine sahip antenler

verilebilir. Bu uygulamalara ait bazi arastirma sonuglart sdyledir.

Dendronlar, tipki dendrimerler gibi yogun formda aktif u¢ gruplara sahip olmasi sayesinde,
misafir molekiilleri hapsetme (kapsiilleme) yetenegine sahiptir [39,21]. Bu 6zellige sahip
dendron iizerine olan bir ¢alisma Lakshmi ve digerleri tarafindan yapilmstir. Lakshmi ve
digerleri ferrosen takili poli(arileter)’den hazirlanmig organometalik dendronu
sentezleyerek Pb*2 iyonuna kars1 seciciligi iizerine arastirma yapmuslardir [40]. Hazirlanan
organometalik dendron yogun bir faza sahipken kursun iyonu (Pb*?) varhginda bu fazin

stvilastig ( Sekil 2.17 b) rapor edilmistir.
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Sekil 2.17. a) Organometalik dendron, b) Pb*? igeren organometalik dendron, ¢) SEM
goruntisu

Hidrofobik u¢ gruplar sayesinde kapsiil olabilme 06zelligi gosteren dendronlarin ilag
saliniminda 6nemli role sahip oldugu Neerman tarafindan belirtilmistir [41]. Kemoterapide
kullanilan Doksorubisin’in kontrollii salinimint yapabilmek i¢in Doksorubisin kaph
Oligoetilenglikol (OEG) dendronunu hazirlayan Zhao ve digerleri, karaciger hiicreleri

(HepG?2) tlizerine doksorubisin saliniminin daha etkili oldugunu ifade etmiglerdir [42].

Yine baska bir calismada, dendrimerlerdeki i¢ yapinin c¢esitli molekiilleri tasiyabilme
ozelliginden yararlanan [43], Meijer ve digerleri, en disginda 64 u¢ grubu bulunan
polipropilenimin dendrimerinin igerisine dort rose Bengal molekiiliinii (4,5,6,7-tetrakloro-
3',6'—dihidroksi-2',4',5', 7'-tetraiyodo-3H-spiro[izobenzofuran-1,9'-ksantin ]-3-one) ve sekiz
ile on aras1 p-nitrobenzoik asit molekiiliinii kapsiillemislerdir. Daha sonra ugtaki aminleri
bir amino asit olan (L-fenilalanin) ile reaksiyona sokarak yiizeyde adeta bir kabuk
olusturarak misafir molekiilleri hapsetmislerdir. Bu ¢alismanin devaminda ise Klajnert ve
Bryszewska isimli arastirmacilar dis tabakayi hidrolize ederek hapsedilen molekiillerin

serbest kaldigini ifade etmislerdir [44].

Akut 16semi ve lenfoma tedavisinde kullanilan [45] “doksorubisin” hidrofobik bir
molekiildiir. Doksorubisin’in karaciger hiicrelerine salinimi {izerine bir arastirma yapan Ma
ve digerlerinin hazirladiklari dendron, dekstran tabanli bir polisakkarittir [46].
Aragtirmacilar bu polisakkaritten florlanmis peptit dendronlarini (FPD) (Sekil 2.18)
hazirlamak i¢in, H-Lys-OMe.2HCI’den faydalanarak amin uc¢lu bir makro molekiilii
sentezlemisler, daha sonra heptaflorobiitirik anhidrit ile etkilestirmislerdir. Bu polisakkarit

biyouyumlu olmasi nedeniyle saglikli hiicreler i¢in diisiik sitotoksik etki gdstermistir.
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Sekil 2.18. a) H-Lys-OMe, b) dekstran, c¢) hidrazin-FPD agik yapilari

Ibuprofen katkili yiiksek dallanmis bir dendrimer sentezleyen Kolhe ve digerleri akciger
kanser hiicrelerine olan salinimin daha hizli oldugunu bu nedenle klinik uygulamalarda

kullanilabilecegini ifade etmislerdir [47].

Pilokarpin, goz kiiresinde basing artis1 sonucunda olusan Glukoma tedavisi igin
kullanilmaktadir. Vandamme ve Brobeck isimli arastirmacilar, pilokarpin salinimini

arastirmak icin, pilokarpin kapl poliamidoamin (PAMAM) dendronunu hazirlamislardir.
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Dendronsuz pilokarpin saliniminin daha yavas oldugunu, buna karsin dendronlu pilokarpin

saliniminin hedef hiicreye etkili bir sekilde ulastigini ifade etmislerdir [48,49].

Bilindigi gibi genetik miihendisliginin temel fonksiyonlarindan birisi de gen terapisi
iizerine olan g¢aligmalarin uygulanabilirligini gelistirmektir. Bu amacla gen terapisinde
kullanilabilecek materyallerin hazirlanmasi, pek cok hastaligin tedavisine yeni bir bakis
acis1 getirecektir. Hasarli genleri pasif hale getirerek kontrol altina almak yiizyilimizin
onemli arastirma konularindandir. Bu amagla PAMAM (poliamidoamin) dendrimerleri ilk
kullanilan dendrimerlerden oldugu gibi hala yaygin olarak kullanilmaktadir [S0]. PAMAM
dendrimeri ile ilgili genel bir degerlendirme yapan arastirmacilar, hiicre zarindan
difiizyonla gegemeyecek biiyiikliikteki molekiillerin hiicre i¢ine alinabilmesi (Endositoz)
icin, jenerasyon sayisi diisiik olan PAMAM denrimeri ile olan ¢alismanin daha basarili

oldugunu belirtmislerdir [51-53].

NH,
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Sekil 2.19. a) ATP anyonu, b) p-D-(+) Glukoz’ un agik molekiil yapisi, ¢) organometalik
dendronun sematik goriintlisti

ATP anyonu (Adenozin-5'-trifosfat, ATP%) ve glukozun elektrokimyasal olarak dogrudan

tayini i¢in yiiksek dallanmis bir organometalik dendron sentezleyen Xiao ve digerleri
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dendronun yapisin1 aydinlattiktan sonra, dendronun elektrokimyasal davranislarini

incelemislerdir [54].

3,4,5-trialkoksifenil tiirevli dendronlarin jelatin 6zelligini inceleyen Ando ve Ito isimli
arastirmacilar giris maddesi olarak 3,4,5-trihidroksibenzoat’tan faydalanmislardir [55].

Jellerin morfolojik yapilarint SEM analizi ile incelemisler, olusan agimsi fiber yapilarin

yaklagik olarak 100 nm lik ¢apa sahip oldugunu ve ii¢ boyutlu olarak goriindiigiinii ifade
etmislerdir (Sekil 2.20).

B Wt
x‘ & .' \'; /

Sekil 2.20. Jelsi 3,4,5-trialkoksifenil tlirevli dendronlarin ii¢ boyutlu morfolojik
yapilarinin goriintiileri

2.2. Ferrosenin Tarihcesi ve Ozellikleri

Her ne kadar organometaller kimyasinin temelleri 1800°1i yillarin ilk ¢eyreginde atilmis
olsa da, bu konudaki ¢aligmalar 1950'lerde X-1smnlart kirinimi metodunun bulunmasiyla
ivme kazanmustir [56]. 1951 yilinda, Ingiliz kimyac1 Pauson ve &grencisi Kealy, bir
Grignard reaktifi olan siklopentadienilmagnezyum bromiir (CsHsMgBr) ile demir(ll)
kloriirii (FeCls) etkilestirerek fulvalen sentezlemeye c¢alismis, fakat bunun yerine
“ferrosen’i” sentezlediklerini ifade etmislerdir [57]. Onceleri Pauson ve Kealy elde
ettikleri molekiilde iki metal-karbon ¢ baginin oldugunu diisiinmiisler ancak 1952 yilinda
Miller ve grubu tarafindan X-iginlart difraksiyon yardimiyla yapisi karakterize
edilebilmistir [58]. Buna gore Bis(siklopentadienil)demir kompleksindeki demir
atomlarinin ylikseltgenme basamagi “+2” ’dir. Demir atomu her iki halka ile bag
olusturmaktadir, bu bagin belli bir karbon atomu ile Fe atomu arasinda degil, demir ile
halka arasinda delokalize seklinde oldugu aciklanmistir. Bu baga Wilkinson “sandvi¢”

admi verirken, Woodward ise “ferrosen bagi” olarak isimlendirmistir [59].
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Sekil 2.21. a) Ferrosen’in olusum reaksiyonu, b) goriintiisii

Siklopentadienil (Cyp) halkalarina sahip olmasi nedeniyle Fc, termal olarak ¢ok kararl
aromatik bilesiktir. Bu termal kararlilik, demir atomu ile karbon atomu arasindaki bag
kopmadan, siklopentadienil gruplar1 {izerinden bir¢ok reaksiyona girmesinden kaynaklanir.
Fc, erime noktasi 174°C, bozunma sicakligi 400°C’nin tizerinde, kuvvetli asit, kuvvetli baz
ve sudan etkilenmeyen, kapali formiili CioHioFe olan molekiildiir. Bunlara ek olarak
Fe(Il)'nin yar1 dolu d orbitalleri sayesinde Fc bilesikleri genelde kirmizi ve turuncumsu
renge sahip bir katidir. Belirgin renkleri sayesinde kolon kromatografisi yapildiginda,
kolondan ayrilmasi ¢iplak gozle rahatgca goriilebilmektedir. Ayrica redoks 6zelligi, hem
organik hemde inorganik karakterde olusu, coziiciilerde 1yi ¢dziinebilme 6zelligi ile Fc,
arastirmacilarin dikkatini ¢eken bir bilesiktir. Yirminci yiizyilin ikinci yarisindan itibaren

ferrosen tilirevleri lizerinde pek ¢ok caligma yapilmistir [56].

Fc tiirevlerinin ila¢ uygulamalarinda, antitiimor, antibakteriyal, antimalariyal, antibiyotik
(penisilin), antitiiberkiiloz, antimikrobiyal, antianemik, antifungal gibi genis alanlarda
biyolojik aktiviteye sahip olmalarindan 6tiirii gelecek yillarda bir¢ok hastaligin tedavisinde
etken madde olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir [60-62]. Giiniimiizde Fc tiirevleri,
kompozit roket yakitlarinda, malzeme biliminde, polimerik 6zellikleri iyilestirmede, sensor
yapiminda, dogrusal olmayan optik alet yapiminda ve katalizor vb. gibi pek ¢ok amag igin

kullanilmaktadir.

1962 yilinda, ilk defa Clark ve Lyon isimli arastirmacilar elektrot yiizeylerine enzim
entegre ettiklerini agiklamiglardir. Bu tarihten sonra, enzim igerikli elektrokimyasal tabanl
biyosensor iizerine ¢alismalarin g¢esitlendigi goriilmektedir [63]. Ferrosen igerikli elektrot

yiizeyleri igeren bazi arastirma sonuglart asagida sunulmustur.
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Pandey ve Prakash, sol jel metodu ile hazirlanmis olan nano yapili silikat-TiO2, silikat-
TiO,-Pd yapilarina, redoks mediator 6zelligi gosteren ferrosen ve ferrisiyaniir katarak bu
bilesiklerin redoks davranislarinin nasil degisebilecegini arastirmak igin bir elektrot

tasarlamislardir.

Arastirmalarinin sonucunda silika-TiOo, silikat-TiO2-Pd temelli elektrotlarin, ferrosen ve

ferrisiyaniir mediatorlerinin redoks davranislarinin farkli oldugunu séylemislerdir [64].

a b
Sekil 2.22. a) Silikat-TiOz ve b)Silikat-TiO>—Pd AFM goriintiileri

Redoksga aktif materyallerin son yillarda degisik kullanim alanlarina sahip olmasindan
dolay1, Sung ve Yang indiyum titan oksit (ITO) elektrodu iizerine, radikalik polimerizasyon

yontemiyle ferrosen igeren multifonksiyonlu redoks kopolimer sentezlemislerdir.

Sekil 2.23. ITO elektrot yilizeyine Fc igerikli polimerlerin ve antibodilerin tutturulmasi
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Arasgtirmacilar bu elektrot ylizeyine IgG (immiinoglubin) ve PSA (prostat spesifik antijen)
gibi antibadileri immobilize etmis, ELISA testinde immiinosensor olarak kullanmiglardir
[65].

1931 yilinda fiziksel veya zihin bozukluklarinda ndropeptit bir madde olan SP nin arttig1
rapor edilmistir. Bundan sonra SP’nin biyomedikal ve klinik olarak tayini &nem
kazanmistir. Bu amagla Zhang ve digerleri, (SP) tayini igin ferrosen (Fc) ile
fonksiyonellesmis peptitnanotel (Fc-PNW) hazirlamiglardir. Hazirlanan bu nanotelin
yiizeyini difenil alanin peptidi (FF) ile kapladiktan sonra, altin nanopartikiillerini yiizeye
tutturmugslardir. Bu islemi takiben perosidaz (HRP) enzimi aracilifiyla ikincil (SP) antibodi
Fc-PNW-HRP-Ab, olusturarak, SP tayini yapabilecek yiiksek duyarlilikli sensor
tasarlamiglardir [66].

PDDA

i:

L
ve

Fc-PNW Fc-PNW-HRP-Ab;

Sekil 2.24. SP’ye duyarli immiinosensor hazirlamasindaki adimlar

Boya esasli glines pillerinin (DSCs) yapisinda nanokristal 6zellikli TiO2 bulunmaktadir.
Boya esasli glines pillerinde siirekli bir akim elde etmek i¢in molekiilde indirgeme ve
yiikseltgeme islemlerinin tekrarli olmas1 gerekir. Ferrosenin iyi bir redoks 6zelligine sahip
olmast nedeniyle Daeneke ve digerleri boya esasli giines pillerinde ferrosenin
kullanilabilirligi iizerine arastirma yapmislar, arastirmalarinin sonucunda bu pillerin
endiistride kullanilmasiyla, giinliikk hayatta kullanilan giines pillerinin olusturdugu kadar

enerji elde edebildiklerini (18-35 kJmol™) séylemislerdir [67].

Bilindigi gibi, kimya endiistrisinde ve biyokimyada anyonlar 6nem arz etmektedir.
Ozellikle fosfat, enerji depolama, sinyal iletimi hatta bitki ve hayvanlarin temel besin
kaynaklarimin  igerisinde  bulunmasi  nedeniyle Onemli anyonlar arasindadir.
Hiperparatiroidizm, D vitamini eksikligi ve Fanconi sendromu (Glikojen depo rahatsizlig)

gibi rahatsizliklar, viicut sivisinda varolan fosfat iyonlarinin derisimlerinin Glgiilmesiyle
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teshis edilmektedir. Bu nedenle Karagollii ve digerleri fosfat tayini i¢in ferrosen takili bir

kopolimeri hazirlamak i¢in etinilferrosen’den faydalanmiglardir (Sekil 2.25).

DMF

0 0 )/PMDETA
CuBr
0 N-O 0
oGNS

)

Sekil 2.25. Ferrosen iceren kopolimer sentezi

Hazirladiklar1 kopolimeri fosfolipit gibi fosfat igeren organik molekiillere karsi bir prob

olarak kullanmiglardir [68].

Enerji teknolojisinde biyoyakitlarin 6nemli yere sahip olmasindan dolayi, Bunte ve
digerleri ferrosen igeren bir redoks polimerini biyoanot olarak hazirlamis ve GOx enzimini
bu redoks polimerine immobilize etmislerdir [69]. Hazirladiklar1 biyoyakat hiicresini, 2,2 -
azinobis(3-etilbenzotiyoazolin-6-siilfonat)diamonyum tuzu ile bilurubin  oksidazi

immobilize ederek hazirlamiglardir (Sekil 2.26).

EleKktrolit

Glukonolakton

Sekil 2.26. Biyoyakit hiicresinin sematik gosterimi
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Ayrica biyoanot ve biyokatot’ta yliriiyen tepkimelerin asagida verildigi gibi meydana
geldigini belirtmislerdir (Mekanizma (1-5), (6)). Biyoanot’ta ger¢eklesen reaksiyonlar;

B-d- glukoz + GOx-FAD — &-glukonolakton + GOx-FADH: Q)
GOx-FADH; + 2Fc* — GOx-FAD + 2Fc + 2H* @)
2Fc — 2Fc™ + 2¢ 3)
GOX-FADH; + 02 — GOx-FAD + H20; )
2H202 —» 02+ H20 + 2¢ (5)

Biyokatotta gergeklesen reaksiyonlar;

4ABTS? + 4H" + O — 4ABTSY + 2H;0 (6)

Elektron transferi saglamada c¢esitli mediatorlerin, demir ve osmiyum igeren
komplekslerin, hidrokinon, metilen mavisi gibi organik boyar maddelerin biyosensor
yapiminda yaygin olarak kullanildigi goriilmektedir [70,71]. Bunlar arasinda ferrosen
icerikli makromolekiiller yaygin olarak kullanilmaktadir. Ferrosen etiketinin kullanilarak
cesitli sensorlerin hazirlandigi ve bu tiir materyallerin gelistirilmesi lizerine olan

caligmalarin ¢esitlendigi goriilmektedir [72,73].

Inosinmonofosfat (IMP), balik etindeki kokuyu ve tadi veren bilesiktir. Zamanla IMP’nin
katabolizma reaksiyonu sonucunda indirgenerek hipoksantine (Hx) doniismesi etin tadinda
istenmeyen bir degisime neden olmaktadir. Bu nedenle hipoksantin tayini i¢in, Lawal ve
Adeloju isimli arastirmacilar polipirol filmi igerisine ferrosen karboksilik asit ve ksantin
oksidaz enziminin (XOD)’in hapsedilmesine dayali bir potansiyometrik enzim elektrodu
hazirlamislardir [74]. Hazirlanan enzim elektrodunda olusan reaksiyonun asagidaki sekilde

oldugunu belirtmislerdir (Mekanizma(7-10)).

HX + XODyyiik.) — X + XODyjnd)) (7)
X + XODyyii) — Urik asit + XODind,) (8)
XOD(ind) + 2F¢* — XODyyik) + 2FC (9)

2Fc <> 2Fc* + 2¢° (10)
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Suda ¢oziinen capraz bagli ferrosenler, katalitik aktiviteyi arttirmakta [75], alkoli
yiikseltgeyebilmekte [76], polisakkaritlerin tayininde [77], redoks bataryalarinin yapiminda
[78], elektrodun yiizey modifikasyonunda [79] kullanilmaktadirlar.

2.3. Enzimler ve Immobilizasyon

Bu bolimiin alt basliklarinda, GOx ve AChE enzimlerinin tarihgesi, enzimlerin 6zellikleri,
enzimatik reaksiyonlar, immobilizasyon ve yontemleri, immobilizasyonun avantaj ve

dezavantajlarina yer verilmistir.

2.3.1. Enzimler

Enzimler iizerine calismalar 18. yiizyilin ikinci yarisinda baslamis, Isvecli kimyact Jon
Jakob Berzelius 1835 yilinda ilk kez enzimlerin kimyasal tepkimelerde katalizor olarak
kullanilabilecegini rapor etmistir [80-84]. 1940’11 yillarda ise hastaliklarin teshisinde
kullanilmaya baglanmistir. Ureaz enzimi, ilk kez Cornell Universitesinden James B.
Sumner tarafindan soya fasulyesinden izole edilmistir; Sumner bu g¢aligmasiyla 1947
yilinda Nobel odiilinii almigtir. Ancak enzimlerin kataliz mekanizmalarinin ve

biyokimyasal reaksiyonlardaki rollerinin arastirilmasi son yillarda popiiler olmustur.

Enzimler biyokimyasal katalizorlerdir [85,86]. Katalizorlerin, termodinamik ydnden
istemli bir reaksiyon hizin1 10! kat veya daha fazla arttirabildigi bilinmektedir. Enzimler,
hiicre dokularinin olugmasinda, eski dokularin yikilmasinda, aliman gidalarin enerjiye
donistiriilmesinde, atik maddelerin disariya atilmasinda vb. kisacasi hayat diye ifade

ettigimiz tiim faaliyetlerin gergeklesmesinde rol oynayan kimyasal ajanlardir.

Enzim molekiillerinde aktif bolge olarak ifade edilen 6zel bir bolge bulunur. Bu bolge,
substrat ile uyumlu olan ii¢ boyutlu bir yilizey olup aminoasit yan zincirlerinden olusur.

En basit enzimatik reaksiyon asagidaki gibi belirtilmektedir.

E+S~—ES—EP— E-+P

E: Enzim, ES: Enzim-Substrat Kompleksi, P: Uriin, S: Substrat (Enzimin etki ederek iiriine

doniistiirdiigii molekiil)’tir.
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Sekil 2.27. a) Enzim substrat, anahtar—kilit modeli, b) solvasyon, c) ES kompleksinde
elektrostatik kararsizlik

Enzimin aktif bolgesine substrat baglanarak ES kompleksi meydana gelir. Daha sonra,
enzim—iriin (EP) kompleksinden enzim ayrilir, boylece iiriin serbest (E+P) hale gecer.

Enzim, tepkimenin aktivasyon enerjisini diisiirerek tepkimeyi hizlandirir [87].

Sh‘lvin'ni.rl
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Sekil 2.28. Reaksiyon enerji diagrami
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Glukoz oksidaz (GOy) enzimi

1950’1i yillarin baslarindan itibaren teknolojik uygulamalarda genis ¢apta kullanilan
Glukoz oksidaz enzimi (GOx) farkli mantarlardan, o6zellikle Aspergillus niger ve
Penicillium dan saflastirilarak elde edilmektedir [88,89]. Oksidorediiktaz bir enzim olan
GOx (B-D-Glukoz; oksijen 1-oksidorediiktaz, [IUPAC kodu: EC 1.1.3.4 ) B-D-Glukozun
glukonik aside yiikseltgenmesini katalizler. Yiikseltgenme sirasinda, oksijen molekiilii
elektron alarak H;O> meydana gelir [90]. GOx’in prostetik grubu, flavin adenin
diniikleotittir (FAD) ve her 1 mol B-Glukoz oksidaz , 2 mol FAD igerir.

GOx(FAD) GGE['FA]}HZ}

A

Glukoz -\\h‘_ = Glukolakton

Glukolakton + H:D+ Dg : B  Glukonik asit 4 H:U:
a
OH OH OH
H K OH (
; O H : ) H . OH
H GOx H H,0, H
HO H —» K HO H o —» XHO H COOH
HO H HO HO
H OH H OH H OH
Glukoz Glukolakton Glukonikasit

~

GOx-FADH, GOx-FAD

02 g H202

b
Sekil 2.29. a) Glukoz’un GOx varliginda Glukonik aside yiikseltgenme mekanizmasi,
b) acik yapilarinin gosterimi [91]

Optimum pH aralig1 5,0-6,5 ve optimum sicaklik araligi 40-50 °C olan GOx [92], dis
macununda katki maddesi [93], yiyeceklerde koruyucu ve antioksidan olarak [94] ve
glukoza duyarli sensér yapiminda kullanilmaktadir [95]. GOx’in aktif bolgesindeki
aminoasit kalintilarinin Tyr-73, Phe-418, Trp-430, Arg-516, Asn-518, His-520 ve His-563,

enzimin kinetik parametrelerinde rol oynadig: ifade edilmektedir [96]. Bu aminoasitlerden
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Arg-516 i, B-D-Glukoz’a baglandigr Witt ve digerleri tarafindan agiklanmigtir. Ayrica
tepkime sirasinda, aromatik yapidaki Tyr-73, Phe-418 ve Trp- 430 aminoasitlerin substrat
ile olan etkilesimin hizli olmasina yardimci oldugu, His-520 ve His-563 aminoasitlerinin
ise Glukoz’un 1-OH grubuyla hidrojen bagi olusturarak {iriiniin olusumuna katki

sagladigini sdylemislerdir.

Asn-518
Trp-430

His-563 -

Phe-418

Sekil 2.30. GOx enziminde FAD ve aktif bolge atiklar1 [97]

Asetilkolin esteraz (AChE) enzimi

Polimorfik bir enzim olan Asetilkolin esteraz’in (AChE) fizyolojik rolii, kolinerjik
sinapslarda sinir impulslarinin sonlandiriimasini saglamaktir. Tk kez 1938 yilinda elektrik
baligindan (Torpedo marmoreta) saflagtiritlan AChE, asetilkolin molekiiliinii hidroliz eder.
En giiglii hidrolaz enzim olan AChE, 150 ms’lik doniisiim siiresi (turnover siiresi) ile,
dakikada 4 x 10° adet ACh molekiiliinii hidroliz eder [98]. AChE’in aktif merkezi uzun ve

dar bir oluk yapisindadir. Ug¢ 6nemli aktif merkeze sahiptir. Bunlar sirasiyla;

1. Esterik Bolge; Serin amino asidini igerir, ayrica katalitik ii¢lii olarakta ifade edilir. (Ser-
200, His-440 ve Glu-327)

2. Anyonik Bolge; Esterik bolgeden 4,7 A®dan daha biiyiiktiir.

3. Hidrofobik Bolge; Esterik veya anyonik bolgeye bitisik olan aril substratlarin baglandigi
bolgedir [99-101].
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Esterik Bolge Anyonik Bolge
Sekil 2.31. AChE’mn aktif bolgeleri (n =6-9, ¢apraz baglh aktif bolgeler, hidrofobik
etkilesimler)

AChE tetramer (G4) yapisinda olup suda ¢oziindiiglinde dimer yapisinda (G2) bulunabilir.
Alzheimer hastalarinin beyinlerinin belli boliimlerinde G4 formundaki AChE’nin azaldig:
rapor edilmistir [102]. Asagida tepkimesi verilen, Asetilkolinin(ACh) hidrolizinde, enzim-
substrat kompleksi (EH.ACh) olustuktan sonra, kolin molekiilii (HCh) agiga ¢ikar. Bunu
takiben asetik asit (AOH) ile asetillenmis enzim (EA) yapisi olusur. Daha sonra

asetilenmis enzim hidrolizlenir ve enzim serbest hale geger.

ky k k
EH + AX ~—= EHAX — g EA _> g EH + AOH
K, -HX H,0

2.3.2. Enzim immobilizasyonu

Immobilizasyon, kimya terminolojisinde enzimlerin ya da mikroorganizmalarin katalitik
aktifligini koruyarak, siirekli ve tekrarli kullanimini saglamak amaciyla organik ve
inorganik tasiyicilara tutturulmasi veya hapsedilmesi anlamma gelir [103]. Immobilizasyon
caligmalarinin yayginlasmasinin nedeni, enzimlerin kontroliinii saglayarak maliyeti
diistirmektir. Bilindigi gibi, serbest enzim kullanildiktan sonra istenildigi anda ortamdan
uzaklastirilamaz. Enzimin uzaklastirilabilmesi i¢in ortama inhibitor eklenmelidir. Ancak,
inhibitoriin eklenmesi ortamin daha da kirlenmesine neden olur. Bu durum enzimin

yeniden kullanilmasini zorlastirir [104]. Immobilizasyon ile bu sakincalar ortadan kalkar.
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Immobilizasyon yontemleri

Enzim immobilizasyon metodlar1 temel olarak dort grup altinda incelenir.

Adsorpsiyon

Enzim molekiillerinin hidrofobik ya da iyonik etkilesimlerle destek yiizeyinde
tutunmasidir. Bu yontem ile enzim tutuklanmasi, substratin derisimine, ortamin pH'sina ve
iyonik siddetine baglidir. Bundan dolay1 destek materyalin se¢imi Onemlidir. Yaygin
olarak kullanilan destek materyalleri, gdzenekli karbon, kil, sulu metal oksitler, cam ve

polimer yapili aromatik re¢inelerdir.

Sekil 2.32. Adsorpsiyon yontemiyle enzim immobilizasyonunun sematik gosterimi

Kovalent baglanma

Enzim molekiilleri destege kovalent bag ile baglanir. Bu baglar kuvvetli oldugundan,
caligmalar esnasinda enzim kaybi1 meydana gelmez. Kovalent bag, destek ile enzimdeki
yan zincirlerde bulunan fonksiyonel gruplar arasindaki etkilesim sonucu olusur. Olusan bu
bagin kuvveti agagida verilen fonksiyonel grup sirasina (-S> -SH > -O™ > -NH2 > -COO~
> -OH >> -NH3") gore degismektedir [105]. Yaygin olarak kullanilan destek materyallere

ornek; agaroz, seliiloz ve poliakril amitler verilebilir.

A1

Matriks

Ve,

Sekil 2.33. Kovalent baglanma yontemiyle enzim immobilizasyonunun sematik gosterimi



34

Hapsetme

Enzim molekiillerinin jel veya fiber gibi destek madde igerisine hapsedilmesidir. Kovalent
olmayan hapsetme yonteminde enzim molekiilleri kafes igerisinde yer alir. Kovalent
baglanmanin oldugu hapsetme yonteminde ise, enzim ile destek arasinda uygun bir ajan

kullanilmas1 gerekir.

Sekil 2.34. Kafes(matriks) icine hapsetme yontemiyle enzim immobilizasyonunun sematik
gosterimi

Membran (Mikrokapsiil) icerisinde hapsetme

Enzim molekiillerinin susuz ortamda yar1 gecirgen bir membran igerisinde
hapsedilmesidir. Yar1 gegirgen membranin gézenek boyutlari, substrat ve liriiniin giris ve
cikisina izin verirken, enzimin ¢ikigina izin vermez. YOntemin avantaji, herhangi bir
kimyasal baglanma olmadigi i¢in enzimin aktifliginin serbest enzimin aktifligine yakin
olmasidir.

Yar gecirgen
metmbran

Sekil 2.35. Membran igine hapsetme yontemiyle enzim immobilizasyonunun sematik
gosterimi

Immobilizasyonun avantaj ve dezavantajlari

1. Enzimler pahali katalizérlerdir. Polar c¢oziiclilerde ¢Ozlinen enzimlerin ¢oziicii
ortamindan tekrar kazanimlar1 oldukca zor ve maliyetlidir. Immobilizasyon, enzimlerin
tepkime ortamindan kolayca ayrilmasinmi ve tekrar kullanilmasin1 miimkiin kilar. Bu

durum maliyetlerin diismesini saglar.
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Olusan iirliniin enzimden ayrilmasi daha kolaydir.

Immobilizasyon sayesinde susuz ortamda da enzimin kullanilabilirligi miimkiin
olmaktadir.

Uriin olusumunun devamlilig1, immobilizasyon ile miimkiin olurken serbest enzim ile
miimkiin olmamaktadir.

Bazi enzimlerin termal kararliligi immobilizasyon sayesinde artabilir. Ornek: Glukoz
izomeraz 45°C de ¢ozeltide bozunurken immobilizasyonla 65°C de yaklasik bir yil
boyunca kararliligin stirdiiriir.

Enzimin geri kazanimi miimkiin oldugu i¢in ¢dzelti ortamindan uzaklastirilmasi
sirasindaki problemler azaltilmis olur.

Immobilize enzimler serbest enzime gore daha derisik kullanilabilirler.
Immobilizasyon ek bir maliyete neden olur. Ozellikle pahali enzimlerin hem
ekonomik, hem de siire¢ agisindan bir avantaja sahip olmast durumunda kullanilir.
Immobilizasyon, enzimlerin aktiflifine ve/veya kararliligima olumsuz etkileri olabilir.
Bu gibi durumlarda uygun immobilizasyon yontemi gelistirilmelidir.

Substratlardan biri ¢oziiniir degilse bu yontem uygulanamaz.

Bazi immobilizasyon yontemleri, diifizyonel sinirlamalar nedeniyle substratin enzimle
etkilesimine engel olabilir.

Immobilize enzimlerin kullanilmas1 durumunda iiriin prosesinde bazi degisikliklerin
yapilmasi gerekebilir.

Hiicre immobilizasyonunda kirlilik olduk¢a onemlidir. Boyle durumlarda
antibiyotikler kullanilabilir.

Canli hiicreler immobilize edildiginde bu hiicreler ¢ogalabilirler. Bu durum {iriiniin
kirlenmesine sebep oldugu gibi ayrilmasini zorlastirir. Dolayisiyla substratin

kullanilabilirligi azalir.

2.4. GOx ve AChE Enzimleri Uzerine Yapilan Calismalar

Bu boliimde son yillarda literatiirde yer alan Glukoz oksidaz (GOx) ve Asetilkolinoksidaz

(AChE) enzimlerinin immobilizasyonu ve uygulamalar: {izerine yapilmis ¢aligmalara yer

verilmistir.
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2.4.1. GOX’un analitik tayinlerde kullanimi

Wang ve digerleri ¢ift ferrosenli difenilalaninin (FF) kendiliginden diizenlenme yoluyla
Ferrosen sapkali peptitnanotelleri sentezlemisler (Fc-PNWSs) (Sekil 2.36 b), taramali
elektron mikroskobuyla (SEM) Fc-PNWs’nin yiizey morfolojisini inceledikten sonra

GOx’1 immobilize etmislerdir. Boylece glukozun elektrokimyasal tayinini yapabilecek bir

kit gelistirdiklerini ifade etmislerdir [63].

a b
Sekil 2.36. a) Fc-PNW’ nin SEM goriintiisii, b) ferrosen sapkali peptitnanotellerin sentez
rotast

Cok duvarli karbon nanotiip (MWCNTs) ve ferrosenin ¢itosan iizerine kaplanmasindan
sonra glukozoksidaz enzimi (GOx) immobilize ederek kararli bir glukoz biyosensorii
hazirlayan Fatoni ve digerleri bu sensoriin glukoz tayininde kullanilan Hekzokinaz metodu

(Enzimatik Ultraviyole Metod) kadar etkili oldugunu ifade etmislerdir [106].

Shim ve digerleri etilendiaminli grafit karbona kovalent bagla ferrosen dikarboksilik asiti
bagladiktan sonra, GOx enzimini immobilize ederek (Sekil 2.37) enzimatik biyoyakit
hiicresi olusturmuslardir. Bu enzimatik biyoyakit hiicresiyle noétral elektrolit ortaminda

bulunan 20 mmol’lik glukozu basaril bir sekilde tayin ettiklerini ifade etmislerdir [107].
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Sekil 2.37. Fc igeren destege GOx’1n immobilize edilmesiyle olusturulan elektrot

Elmas ylizeyinin fonksiyonellestirilmesine dayali ¢aligmalarin artmasinin nedeni, elmasin
son derece kararli ve dayanikli olmasidir. Bu amagla Reitinger ve digerleri elmas
yiizeyinde, poli(metakrilik asit) (PMA) firgalarini olusturduktan sonra, aminometilferrosen
ve glukozoksidaz (GOx) enzimini birlikte immobilize etmislerdir. Biyouyumlu olan bu

polimerik firgalarin ¢ok kararli oldugunu ifade etmislerdir [108].

rastgele 0]
=L
tBuMA NH—GOx

L aces0050e B= = =,

Sekil 2.38. a) —OH gruplariyla sonlandirilmig elmasin iizerinde terbiitil metilakrilat’in
kendiliginden fotografti ve fotopolimerizasyonu, b) Aminometilferrosen ve
glukoz oksidaz’in birlestirilmesi

Citosan, seliilozdan sonra en yaygin olarak kullanilan bir biyopolimerdir. Citosanin bu
ozelliginden faydalanan Qiu ve digerleri enzim elektrodu hazirlarken, Grafen oksit ve
ferrosenden de faydalanmiglardir. Grafen oksitin kararli olmasi ve ferrosenin redoks
ozelligi gostermesi nedeniyle arastirmacilar hazirladiklar1 elektrodun ylizeyine yapilan
immobilizasyonun daha kararli olabilecegini ongdrmiislerdir. Bu nedenle, {i¢ bileseni
enzim elektrodu hazirlayan Qiu ve digerleri fizyolojik ortamda negatif yiikli GOx

enzimini immobilize etmislerdir (Sekil 2.39).
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Sekil 2.39. CS—Fc/GO/GOx modifiye elektrot’un ve Glukoz’un GOx ve mediator Fc
varliginda yiikseltgenmesinin sematik gosterimi

Boylece hazirladiklar elektrodun GOx tayinindeki performansinin, tekrarlanabilirliginin

ve duyarliliginin iyi oldugunu belirtmislerdir [109].

N-(3-(1H-pirol-1-il)etil)ferrosenkarboksil (Py-Fc) monomerini (Sekil 2.40.a) sentezleyen
Senel elektrokimyasal polimerizasyonla bir kopolimer olusturarak, elektrot yiizeyine GOx
enziminin immobilizasyonunu gerceklestirmistir. Amperometrik enzim tabanli olan
biyosensoriin (Sekil 2.40.b) kan-glukoz seviyesini belirlemede kullanilabilecegini ifade
etmistir [110].

Sekil 2.40. a) Fc iceren kopolimer, b) kopolimer kapl elektrot yilizeyine karboksilik asit
araciligiyla enzim immobilizasyonu
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2.4.2. AChE enziminin analitik tayinlerde kullanim

Barik ve digerleri Asetilkoline duyarli bir transistor tasarlanmasinda, yari iletken olan n-
tipi karbon nanotiip ile ¢itosan/nikel oksitten faydalanmislardir. Arastirmacilar 1,25 V’luk
bir akim ile 25°C’de 0,01-0,2 mM asetilkolini duyarli bir sekilde 6l¢ebildiklerini ifade
etmislerdir. Hazirlanan bu transistoriin mriiniin on yi1l oldugunu ifade eden arastirmacilar,
biyomedikal uygulamalarda ve ¢esitli biyoinorganik ortamlarda nano yapili miikemmel bir

sensor tasarladiklarini ifade etmislerdir [111].

Bor igeren polimerik materyallerin son yillarda yeni fonksiyonel materyallar olarak dikkat
cektigi goriilmektedir [112]. Ozellikle triarilbor ile fonksiyonel hale getirilmis
polimerlerin, liiminesans Ozellik gostermesi yada boroksol ile fonksiyonellestirilmis
polimerlerin biyomedikal gibi alanlarda kullanilmasi nedeniyle, bor igerikli materyallerin
gelistirilmesi ile ilgili calismalar yayginlasmistir [113,114]. Cheng ve digerleri borik asit
blok kopolimerlerini sentezleyerek asetilkolin esterazi immobilize ettikten sonra asetil
tiyokoline duyarli sensor tasarlamislardir. Asetilkolin esterazin hazirladiklar1 kopolimere
kovalent olarak baglandigini, baglanmayan enzimin ise tamponla uzaklastirdiklarini ifade

etmislerdir [115].

a b

Sekil 2.41. a) PS-5-PBA blok kopolimeri, b) mika {izerindeki kopolimer filmin
[PS-5-PBA] =1 mg mL™!, 0,3% H,0 in THF (v/v) AFM goriintiisii
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Fransizca olarak ifade edilen “pesticide” kelimesinin Tiirk¢e karsiligi olan pestisit;
insektisit, herbisit, fungusit, rodentisit gibi siniflandirilan kimyasal maddelerin timiinii
kapsamaktadir [116]. Pestisitlerin kullanimina dair ilk ¢alismalarm M.O. 1500°lii yillarda

bit, pire, essek arilar1 gibi insektisitler iizerinde oldugu yazili kaynaklarda goriilmektedir.

Bir grup pestisit olan organofosfat bilesiklerinin (OP) kimyasal silah olarak kullanildiklar
bilinmektedir. OP lar canlilarin sinir sistemindeki AChE enzimini tersinmez olarak inhibe
ettikleri igin, bu bilesikler AChE enziminin inhibisyonunun Ol¢iilmesinde iyi bir
biyomarker olarak kullanilmaktadirlar [117]. Bu nedenle ¢evredeki OP tayini 6nemlidir.
OP pestisitlerin tayininde, gaz kromatografisi (GC), yiiksek performansh sivi
kromatografisi (HPLC), enzime baglanmis immunosorbent deneyi (ELISA) ve
kalorimetrik metodlar kullanilmaktadir [118]. Enzim immobilizasyon yontemi kullanarak
pestisit tayini ile ilgili aragtirmalarin son on yildir yapilmaktadir. Asagida konu ile ilgili

aragtirmalarin bir 6zeti gegmisten gliniimiize dogru sunulmustur.

Vakurov ve digerleri, dontisimlii voltametri (CV) kullanarak 4-nitrobenzeni, 4-
aminobenzene indirgemis ve 4-aminobenzen ile baskilanmis (screen-printed) karbon
elektrot ylizeyini hazirlamiglardir. Sonra bu elektrot ylizeyini glutaraldehit ve
tereftaldikarboksialdehit ile modifiye etmisler ve elektrotlarin yiizeyine 2,5 mg/mL AChE

enzimini immobilize etmislerdir [119].

Klorpirifos-etil-okson (CPF) bilesigi, bahge, tarim ve orman zararlilarina karsi yaygin
olarak kullanilan bir insektisittir. Zejli ve digerleri sonojel karbon elektrot tizerine Al2Os-
AChE’1 (0,7mlU) yiiklenmesi ile biyosensor hazirlamiglar ve saklama kosullarinin

+4°C’de, pH 7 tamponunda olmasi gerektigini ifade etmislerdir.

Cl
=N || o gz CH “
_0—C —CH; —N 0 H

Cl O—P H | o—c —cH
\ / So—c’—cH;  al \ / o_p<0 H, ) 3

—C —CHj

Cl
Cl
a b

Sekil 2.42. a) Klorpirifos, b) Klorpirifos-etil-okson’in gosterimi
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Hazirlanan elektrokimyasal biyosensoriin, CPF pestisitine (Sekil 2.42.b) olan duyarliligin
yiiksek oldugunu ve tayin sinirmin 2,5x10°M oldugunu belirtmislerdir [120].

Karbon nanotiiplerin elektriksel iletkenligi, mekanik direnci ve kararliligmmin biiylik
olmasindan dolay1 Periasamy ve digerleri, ¢ok katmanli karbon nanotiip, altin
nanopartikiil, zirkon nanopartikiil, kadmiyum = siilfit nanopartikiillerden olusan
nanomateryallerin ylizeyine AChE’imn immobilize edilmesi sonucunda hazirlanan
nanomateryal tabanli sensorlerin organofosfat pestisit tayinlerinde basarili sekilde

kullanildigini belirtmislerdir [121].

Ebrahimi ve digerleri pestisit tayininde kullanmak iizere, kesintisiz bir akig sistemi
hazirlamak i¢in ¢ok katmanli nanotiip ve AChE enziminden olusan bir karisim
hazirlamiglardir. Bu karigimi seramik silindirler {izerine immobilize etmiglerdir. 120 giin
sonunda 74% aktiflik gosteren immobilize enzim, paraokson tayininde kullanilmistir; 14
dakikalik bir inkiibasyon siiresi sonunda tayin smrmnm 7,3x10? mol oldugunu rapor

edilmistir [122].

Reaktor Duvar

Sekil 2.43. Reaktor hiicrenin sematik gdsterimi

Ayn1 aragtirmacilar bir yil sonra, sol-jel metoduyla hazirladiklar1 ¢ok katmanli karbon
nanotlipli seramik silindirler {izerine kaplayarak (MWCNT) olusturduklar1 destegin
yiizeyine yapmis olduklari immobilizasyonun (MWCNT-AChHE), yine sol-jel metoduyla
hazirlanan grafit kapli seramik silindirlere (Grafit-AChE) gore immobilizasyonun daha
verimli oldugunu ifade etmislerdir. MWCNT {izerine immobilizasyon i¢in kullanilan

AChE 2840 pL iken, grafit icin 590 pL oldugunu belirtmislerdir [123].
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a

Sekil 2.44. a) Seramik yiizeyde sol-jel’e gore hazirlanmig grafite enzimin hapsedilmesi,
b) hazirlanmis MWCNT’de enzimin hapsedilmesi

AChE enzimi iki sinir hiicresi arasinda baglantiyr saglayan 6nemli bir molekiildiir.
Karbamat pestisitlerinin AChE enzimini tersinir olarak inhibe edebilmesinden yola ¢ikan
Norouzy ve digerleri karbaril analizini yapabilmek i¢in gézenekli silika yiizeyini oktadesil
ile modifiye ettikten sonra asetiltiyokolinesterazi immobilize etmisler. Boylece yiiksek bir
depolama ve tekrarlanabilirli§ine sahip olan immobilize enzim ile karbaril tayin sinirinin

50 uL oldugunu belirtmislerdir [124].

Asetiltiyokolin

.‘ $3 Karbaril

Tiyokolin + Asetat

Sekil 2.45. Oktadesil stibstitiie poroz silika lizerine immobilize AChE’1n karbaril
(karbamat insektisit gibi) inhibitor etkisinin sematik gosterimi

Gozenekli yapiya sahip kalsiyum karbonat mikrokiirelerinin oyuklarina yerlestirilen altin
nanopartikiillerden olusan materyali hazirlayan Chauhan ve digerileri bu materyal iizerine
AChE enzimini immobilize etmislerdir. Hazirladiklar1 bu sensoriin, OP insektisitlerinin
tayini i¢in kullanilabilecegini ifade etmislerdir [125]. Chauhan ve digerleri bu sensor ile
malation ve klorpirifos (Bkz. Sekil 2.42.a) pestisitlerinin tayininin hassas bir sekilde
yapilabildigini, 50 tekrar kullanim sonunda aktifliginde onemli bir kaybin olmadigini

belirtmislerdir.
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Sekil 2.46. CaCO3AChE-AuNP-CaCOsz konjugatinin sematik gosterimi

Klomazon herbisiti 1993 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi
(USEPA) tarafindan tescillendikten sonra, tarim alaninda (soya fasulyesi, ay¢icegi, tiitiin,
seker kamis1 gibi) yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. DNA, protein ve enzimleri
inhibe eden klomazonun kontrollii kullanimi gereklidir. Bu kontrollerin yapilabilmesi igin,
AChE enziminin inhibisyonuna dayali biyomarkerlar gelistirilmistir. Boyle bir biyomarker
hazirlayan Santi ve digerleri herbisite maruz kalmis eritrositlerdeki klomazon miktarini
tayin etmek i¢in, dolayli olarak tiyobarbitiirik asit reaktif maddesi (TBARS) miktarinin
Olgiilmesine dayali yontemi kullanmiglardir. TBARS miktarinin artis1 ile eritrositlerin

klomozona maruz kalma seviyesi arasinda bir iligkinin oldugunu ifade etmislerdir [126].

Cl o

CH,

o—Z

CH,

Sekil 2.47. Klomazon’un kimyasal formiilii

Bu amacla AChE ve kolinoksidaz enzimlerini kullanarak biyoelektrot hazirlayan Han ve
digerleri, enzimleri immobilize ederken destek olarak poli(L-lisin) ve glutaraldehiti
kullanmislardir. Toksik bir pestisit olan diazinonu (DZN) olduk¢a diisiik derisimlerde (0,8

ppm) ve kisa zamanda tayin ettiklerini sylemislerdir [127].

Gholami-Seyedkolaei, Glifosat (roundap) herbisitinin tayini i¢in AChE enziminin
aktifligindeki degisime dayali yontemi kullanmislar; karaciger, beyin ve kaslardaki AChE
enziminin azalmasini takip etmislerdir. Bes giiniin sonunda AChE aktifliginde belirgin bir

azalmanin meydana geldigini gézlemlemislerdir [128].
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Sekil 2.48. Glifosat (roundap)’in kimyasal formiili

Karbon nanotiip, platin nanopartikiil ve dendrimer icerikli ii¢ farkli elektrokimyasal
biyosensorii hazirlamak igin Siriviriyanun ve digerleri AChE/Kolinoksidaz/Peroksidaz’dan
olusan 1¢lii enzim kombinasyonundan faydalanmiglardir. Arastirmacilar H202’in
0,09V’taki potansiyel dl¢limiine dayali yontemi uygulayarak, 6zellikle dendrimer icerikli

biyosensoriin enzimler igin kararli bir konjugasyon olusturdugunu ifade etmislerdir [129].
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Sekil 2.49. Biyosensor hazirlanmasinin sematik gosterimi

Oujji ve digerleri zeytin agaglarmin korunmasinda yaygin olarak kullanilan malation,
methidation, dimetoat insektisitlerinin 10° M derisimindeki tayini icin baskilanmus elektrot
tizerine AChE enzimini immobilize ederek amperometrik biyosensér hazirlamislar,

mediator olarak kobalt ftalosiyanini kullanmiglardir [130].
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Sekil 2.50. OP insektisitlerin oksitlenmis formlarinin yapisal gosterimleri, a) ometoat,
b) malaokson, ¢) metidation oksit
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Sekil 2.50. (devam) OP insektisitlerin oksitlenmis formlarinin yapisal gosterimleri;
a) ometoat, b) malaokson, ¢) metidation oksit

2014 yilinda Oujji ve digerleri, zeytinyagr icinde ayni insektisitlerin tayini igin
kolorimetrik test uygulamislardir. Asetiltiyokolinin enzimatik hidrolizi sonucunda olusan

iirtin olan tiyonitrobenzoata ait 412 nm’deki absorbans degisimini izlemislerdir [131].

10uL 500uL
400uL asetomtril
100uL diklorometan

heksanda ¢iziinmiis
pestisit

10mL zeviinvag

W7

30dk 50 °C
Sekil 2.51. Pestisitin zeytinyagindan ayrilmasi

Yumurta kabugu membranina (YKM) glutaraldehiti capraz bag ile bagladiktan sonra
AChE enzimini immobilize eden Kaur ve digerleri malationa duyarli optik biyosensor
hazirlamiglar, bu biyosensoriin  0,1-50 pg/mL  derisimindeki pestisit tayininde

kullanilabilecegini ve tekrarlanabilirliginin 31 oldugunu belirtmiglerdir [132].
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Sekil 2.52. a)YKM, b) AChE immobilize YKM, sekilleri ve SEM goriintiileri

Triazofoslar (Sekil 2.53) kuvvetli zehir etkisine sahip olup, pestisit olarak yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Bu nedenle kolay ve hizli triazofos tayinini yapabilmek
onemlidir. Ju ve digerleri grafen oksit yiizeyini indirgedikten sonra altin nanokiireler
iceren bir nanokompozit hazirlamislar ve AChE enzimini immobilize etmislerdir. Bu

biyosensoriin tayin sinirini1 210 ppb olarak belirlemislerdir [133].

Sekil 2.53. Triazofos’un kimyasal formiilii

Pestisitlerin tayini i¢in geleneksel yontemlerden vazgecilmesi gerektigini sdyleyen Cancar
ve digerleri 1immobilize edilmis AChE tabanli elektrokimyasal biyosensorii
hazirlamiglardir.  4,7-di(furan-2-il)benzo[c][1,2,5]tiadiazol ~ (FBThF)  monomerini,
elektrokimyasal olarak elektrot yilizeyinde polimerlestiren arastirmacilar, karboksil uc¢lu
nanopartikiillerle, AChE igeren hibriti immobilize etmislerdir. Hazirladiklar1 bu sensor ile

pestisitlerden paraokson ve triklorfon tayini yapilabilecegini ifade etmislerdir [134].
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Sekil 2.54. a) Magnetik kiire eldesi, b) paraokson ve triklorfon’a duyarli sensér’iin
hazirlanmasinda takip edilen yol

Baskilanmis (screen-printed) karbon elektrot yiizeyini hazirlayan Zhang ve digerleri daha
sonra bu yiizeyi mezogdzenekli karbon(OMC)-Citosan(CS) ve Fe304.CS ile modifiye
ederek biyosensdr hazirlamiglardir. Arastirmacilar lahana ve marul i¢in kullanilan
metamidofos (Sekil 2.55.c) pestisitinin tayin edilebilirligi ile ilgili yontem gelistirmislerdir
[135].

a b c

Sekil 2.55. a) OMC-CS’in  1um, b) 500 nm biiyiikliikteki SEM goriintiisii,
c¢) metamidofos’un agik yapisi
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar

!H-NMR spektrumlar1; Gazi Universitesi Fen Bilimleri Fakiiltesi Analiz Laboratuvarinda,
300 MHz’lik Bruker Ultrashield AC300 Plus sivi NMR Ultra-Shield ile 100 MHz’de
CD30OD kullanilarak alindi.

FT-IR spektrumlar1 Universitemizdeki Fotonik Uygulama ve Arastirma Merkezinde 4000-
400 cm? araliginda alindi. UV-GB spektrumlar1 UV-1800 ENG240V, SOFT model
spektrofotometre ile 700-180 nm araligzinda DMSO’da dendronlar igin 10™* M’lik
¢ozeltileri hazirlanarak alindi. LC-MS Spektrumlar1 Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Merkez Laboratuvarinda alindi.

MALDI-TOF MS spektrumlari; Gebze Teknik Universitesi Fen Bilimleri Fakiiltesi Analiz
Laboratuvarinda, Bruker Microflex LT cihazt kullanilarak alindi. Numunelerin termal
bozunmalar1 25°C-900°C sicaklik araliginda 10°C/dakika 1sitma hizinda ve Ny
atmosferinde Perkin Elmer Pyris 1 Termogravimetrik Analiz (TGA) cihaz1 ile ODTU

Merkez Laboratuvarlarinda incelendi.

Element analizleri LECO, CHNS-932 Elementel Analiz Cihazi ile ODTU Merkez
Laboratuvar, AR-GE ve Ol¢me merkezinde yapildi. Metal iyonu i¢eren dendronlarin metal
yiizdelerine ODTU Merkez Laboratuvarinda Perkin Elmer Analyst 400 marka Atomik
Absorpsiyon Spektrofotometrisi Cihazi ile yapildi. Dendritik yapilarin erime noktalari,

Barnstead-Electrothermal-9200 model erime noktasi cihazi ile belirlendi.

Metal iyonu igceren dendronlarin magnetik duyarhilik 6lglimleri boliimiimiizdeki Sherwood
Scientific MKI model Gouy terazisi ile yapildi. Standart olarak [Hg (NCS)s] kullanildu.
Havanda ince toz haline getirilen numuneleri, boyu 7cm, ¢apt 3mm olan pyreks camdan
yapilmis duyarlilik tiipii igerisine, numune yiiksekligi 1,5 cm’den az olmamak kaydiyla
konuldu. Sonra tiip manyetik alandan uzak tutulan Gouy terazisinin 6l¢iim haznesine

yerlestirildi ve deger sabitlenene dek beklendi, 6l¢iimler kaydedildi.
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Iletkenlik dlgiimleri inoLab Cond 730 iletkenlik cihazi ile 26 + 0,1°C’de DMSO igerisinde
1x10° M’Iik ¢dzeltileri hazirlanarak yapildi. Orion 420 A model pH metre cihazi, tampon
¢ozeltilerin pH’si1 ayarlamada, ST 402 NUVE marka sicaklik kontrollii galkalamali su

banyosu ise serbest ve immobilize enzimlerin optimum sartlari belirlenirken kullanildi.

3.2. Kullanilan Kimyasallar ve Enzimler

Deneysel c¢alismalar sirasinda kullanilan kimyasal maddelerin, enzimlerin, substratlarin,

pestisitlerin kodlar1 ve firma bilgilerine asagida yer verilmistir.

Cizelge 3.1. Kimyasal listesi

Kodu Kimyasal Madde Firma

M2659 Melamin, 99% saflikta Aldrich
T220-7 Tereftaldialdehit, 99% saflikta Aldrich
S4777278 042 Ferrosenkarboksialdehit, 98% saflikta Merck

520632 PtClz, >99,9% saflikta Aldrich
205885 PdCl2, 99,9% saflikta Aldrich
A71301 2-Aminofenol, 99% saflikta Aldrich
303585 2-Amino-5-nitrofenol Aldrich
144916 2-Amino-5-metilfenol, 98% saflikta Aldrich
K40013743929 | Dimetilsiilfoksit >99,8% saflikta Merck

227056 N,N-Dimetilformamid, susuz 99,8% saflikta Sigma-Aldrich
322415 Metanol, susuz 99,8% saflikta Sigma-Aldrich
32205 Etanol, absolute >99,8% saflikta Sigma-Aldrich
244511 Toluen, susuz 99,8% saflikta Sigma-Aldrich
439126 Aseton, 99,8% saflikta Sigma-Aldrich
S8282 Sodyum DihidrojenFosfat(NaH2P0O4,120g/mol) | Sigma-Aldrich
452289 Fosforik Asit (HsPO4 106,09 g/mol ) Aldrich

45726 Asetik Asit (CH3COOH) Sigma
W302406 Sodyum Asetat (CH3COONa, 82,02 g/mol) Aldrich
NIST2186lI Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4,142 g/mol | Sigma-Aldrich
71997 Boraks/ (Na2B4O7.10H20, 201,24 g/mol ) Sigma-Aldrich




Cizelge 3.1. (devam) Kimyasal listesi

71687 Sodyum hidroksit ( NaOH,40 g/mol) Sigma-Aldrich
33528 4-Aminoantipirin (4-AAP) (203,24 g/mol) Sigma-Aldrich
P5566 Fenol (94,11 g/mol) Sigma-Aldrich
D8130 5,51-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) Sigma
S5761 Sodyumbikarbonat Sigma
69775 Laktik asit Fluka
251275 Sitrik asit Sigma-Aldrich
U4883 Ure Sigma
C5670 Kalsiyum kloriir Sigma
S7653 Sodyum kloriir Sigma-Aldrich
M2643 Magnezyum siilfat Sigma
204447 Sodyum siilfat (Na2SOa) , > 99,9 % saflikta Aldrich
PHR1330 Potasyum dihidrojen fosfat (KH2POs) Sigma-Aldrich
P5504 Potasyum hidrojen fosfat (KoHPO4.3H20) Sigma-Aldrich
A9434 Amonyum kloriir Sigma
Cizelge 3.2. Enzim, substrat ve pestisitlerin listesi
Kodu Enzimler/ Substratlar/ Pestisitler Firma
49180 Glukoz Oksidaz(Aspergillus niger’dan izole) Sigma
(192 U/mg)
G8270 Glukoz (180,16 g/mol) Sigma
P8375 Peroksidaz Enzimi(yaban turbundan izole) Sigma
(>250 U/mg) (HRP)
C3389 AChE (elektrikli yilan baligindan izole) (518 | Sigma
units/mg, 10KU)
A5626 Asetil tiyokolin iyodiir, >98 % saflikta Sigma
32055 Karbaril (1-naftil-N-metilkarbamat) Sigma-Aldrich
G005510 (O,0-dimetil-S-ftalimidometil fosforoditiyoat) | Supelco
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3.3. Hazirlanan Cozeltiler

GOx ve AChE enzimlerinin yeni sentezlenen dendronlara immobilizasyonu, immobilize
desteklerin optimizasyon c¢aligmalar1 ve immobilize destekler ile yapilan uygulama

caligmalar sirasinda kullanilan ¢ozeltilerin nasil hazirlandiklarina asagida yer verilmistir.

pH 3 (NaH2PO4/H3PO4) tamponu; 6,24 g (40 mmol) NaH2PO4.2H>O (sodyum
dihidrojenfosfat) 250 mL su igerisinde ¢oziindii. Uzerine derisik 85%’lik H3zPOs

cozeltisinden pH 3 olana kadar damla damla eklendi.

pH 4 (NaH2PO4/H3POs) tamponu; 6,24 g (40 mmol) NaH2PO4 (sodyum dihidrojenfosfat)
250 mL su icerisinde ¢dziindii. Uzerine 85%’lik HsPO4’ten pH 4 olana kadar damla damla
eklendi.

pH 5 (CH3COONa/ CH3COOH) tamponu; 100 mL 0,25 M asetik asit tizerine 0,25 M

sodyum asetattan pH 5 olana kadar damla damla eklendi.

pH 6-9 (Na;HPO4/NaH2PO4) tamponu; 100 mL 0,25 M NaHPO: {iizerine 0,25 M
NaH2PO4 ‘tan pH 6 i¢in pH 6 oluna kadar, pH 7 i¢in pH 7 olana kadar, pH 8 i¢in pH 8
olana kadar, pH 9 i¢in pH 9 olana kadar damla damla eklendi.

pH 10 (Na2B4O7/NaOH) tamponu; 100 mL 0,25 M NazBsO7 iizerine 0,25 M sodyum
hidroksitten pH 10 olana kadar damla damla eklendi.

Stok Glukoz ¢ozeltisi (50 mM-0,5 mM); 50 mM stok glukoz ¢ozeltisi hazirlamak i¢in; 0,45
gram glukoz tartilip ¢alisilan pH tampon ile 50 mL ye tamamlandi. 20 mM, 18 mM, 16
mM, 14 mM, 12 mM, 10 mM, 8 mM, 6 mM, 4 mM, 2 mM, 1 mM ve 0,5 mM glukoz

cozeltileri hazirlanirken 50 mM stok glukoz ¢6zeltisinden seyreltilerek hazirlandi.

B-Glukoz Oksidaz ¢o6zeltisi; 0,0013 g serbest enzim saf suda ¢ozilip 250 mL’ye

tamamlandi.

Yapay idrar ¢ozeltisi; 1,1 mM laktik asit, 2,0 mM sitrik asit, 25 mM sodyum bikarbonat,
170 mM fire, 2,5 mM kalsiyum kloriir, 90 mM sodyum kloriir, 2,0 mM magnezyum siilfat,
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10 mM sodyum siilfat, 7,0 mM potasyum dihidrojen fosfat, 7,0 mM potasyum hidrojen
fosfat ve 25 mM amonyum kloriir ¢ozeltileri karistirildi. Hazirlanan yapay idrar

cozeltisinin pH's1 0,1 M’lik HCI ¢6zeltisi ilavesi ile pH 6’ya ayarlandi [136].

Asetilkolinesteraz enzim c¢ozeltisi (AChE); 18 mg enzim 50 mL saf suda ¢oziildii.
Hazirlanan bu ¢ozelti 1’er mL’lik hacimler halinde ependorf tiiplere konuldu ve derin

dondurucuda -20°C’de muhafaza edildi.

Asetiltiyokolin iyodiir ¢ozeltisi; 0,075 M stok substrat ¢ozeltisi hazirlamak i¢in; 0,216 g

asetil tiyokolin iyodiir tartilarak 10 mL hacim ¢izgisine kadar saf su ile tamamland.

Renklendirici (DTNB); 0,01 M DTNB ¢6zeltisini hazirlamak i¢in; 39,6 mg 5,5-ditiyobis-2-
nitrobenzoik asit 10 mL pH 7 fosfat tamponu ile ¢6ziindii, lizerine 15 mg sodyum

bikarbonat ilave edildi.

Imidan Fosmet (O,0-dimetilS-ftalimidometil fosforoditiyoat)¢ozeltisi; 1,37 x 10° M’lik
(0,5 ppm) fosmet ¢ozeltisini hazirlamak igin; 0,5 mg fosmet tartilarak 1L°lik saf su:
asetonitril (4:1) karisiminda ¢6ziindii. (Bu ¢6zeltinin derisimi Tiirk Gida Kodeksinde elma

ve siit Uiriinleri i¢in belirlenmis maksimum deger (MRL) referans alinarak belirlenmistir.)

Karbaril (1-naftil-N-metilkarbamat) ¢ozeltisi; 1,49x10° M’lik (3 ppm) karbaril ¢dzeltisini

hazirlamak igin; 3 mg tartilarak 1 L’lik saf su: asetonitril (4:1) karisiminda ¢6ziindii.

Florokloridon  (3-kloro-4-(klorometil)-1-[3-(triflorometil)fenil]-2-pirolidinon)  ¢ozeltisi;
6,41x10® M’lik (0,02 ppm) flurokloridon ¢ozeltisini hazirlamak icin; 0,02 mg
flurokloridon tartilarak 1 L’lik saf su:asetonitril (4:1) karisiminda ¢6ziindii. (Bu ¢ozeltinin
derisimi Tiirk Gida Kodeksinde havug ve patates icin belirlenmis maksimum deger (MRL)

referans alinarak belirlenmistir.)
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4. DENEYSEL YONTEM

Bu ¢alismada, 6nce ferrosen ¢ekirdekli birinci ve ikinci jenerasyon dendronlar sentezlendi.
Sonra ikinci jenerasyon dendrona iti¢ farkli amino fenol tirevi (X: -H, -NO2, -CHj3)
katilarak “kalip” yontemi ile Pd(II) ve Pt(II) metalleri igeren genisletilmis ikinci

jenerasyon dendronlar sentezlendi.
4.1. Birinci Jenerasyon Dendronun (1J) Sentezi

Birinci jenerasyon dendron (gekirdek) 80°C’de geri sogutucu altinda sentezlendi. Geri
sogutucuya baglanmis iki boyunlu cam balona 20 mL DMF’de ¢bziinmiis 1x10° mol
(0,214 g) ferrosenaldehit konuldu. Geri sogutucu altinda karigtirma islemi yapilirken
damlatma hunisi icerisindeki 1x10° mol (0,126 g) DMF’de ¢6ziinmiis melamin damla
damla balondaki aldehit ¢ozeltisi iizerine ilave edildi. Amin ¢ozeltisi eklendikten sonra 6
saat geri sogutucu altinda karistirma ve 1sitma islemine devam edildi. Reaksiyonun
sonlanig1 TLC ile kontrol edildi. Alt1 saatin sonunda temiz bir behere alinan karisim oda
sicakligina geldikten sonra, aseton eklenerek ¢oktiiriildii, siiziildi [16]. 1J sembollii
cokelek (Sekil 4.1) 1:1 metanol:aseton karisimi ile 3 defa yikandi ve daha sonra 80°C’deki
etiivde 1 giin boyunca kurutuldu (Verim 83%).

NH, NH,

0 /( /4
Fe ’ N= S Fe
< 0 T o

Sekil 4.1. Birinci jenerasyon dendronun (1J) sentezi i¢in 6n goriilen tepkime

4.2. ikinci Jenerasyon Dendronun (2J) Sentezi

Ikinci jenerasyon dendron (2J) 80°C’de geri sogutucu altinda sentezlendi. Geri sogutucuya
baglanmis iki boyunlu cam balonda 2x10% mol (0,268 g) tereftaldialdehiti DMF’de
¢ozdiikten sonra, 30 mL DMF’de ¢oziinmiis 1x107 mol (0,322 g) 1J ¢ozeltisi damlatma

hunisi igerisine alinarak reaksiyon ortamma damla damla ilave edildi. 1J ¢ozeltisi
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eklendikten sonra 6 saat geri sogutucu altinda karistirma ve 1sitma islemine devam edildi.
Reaksiyonun sonlanist TLC ile kontrol edildi. Alt1 saatin sonunda temiz bir behere alinan
karisim oda sicakligina geldikten sonra, aseton eklenerek ¢oktiiriildii, siiziildi. 2J sembolli
cokelek (Sekil 4.2) 1:1 metanol:aseton karisimi ile 3 defa yikanip siiziildiikten sonra 2 giin

boyunca 80°C’de etiivde kurutuldu (Verim 55%).

H N/QN HH H
©/C\\ /( ‘o H -2H,0 NN NS
A = Y

Fe N, Nﬁ/N
: p N
e
Fe

Sekil 4.2. Ikinci jenerasyon dendronun (2J) sentezi i¢in n goriilen tepkime

4.3. Metal ile Koordine Olan Dendronlarin Sentezi: [(2J-XM); X: -H, -NO2, -CHs3; M:
Pd(Il), Pt(11)]

Geri sogutucuya baglanmis cam balona 20 mL DMF:CoHs0H (1:5)’de ¢oziinmiis 2J
dendronu konuldu. Geri sogutucu altinda karistirma islemi yapilirken aminofenol tiirevleri
oda sicakliginda ilave edildi. Cozelti 24 saat boyunca magnetik karistiricida 85°C’de
karistirildi. Daha sonra reaksiyon ortamina 10 mL DMF igerisinde ¢6ziinmiis metal tuzlari
(PdCI> ve PtCly) ilave edilerek 24 saat boyunca magnetik karistiricida 85°C’de karistirildi.
Reaksiyonun sonlanis1 TLC ile kontrol edildi. 24 saatin sonunda temiz bir behere alinan
karisim oda sicakligina geldikten sonra, toluen eklenerek c¢oktiiriildii. Cokelek 1:1
metanol:toluen karisimi ile 3 defa yikandi. Daha sonra 80°C’de, 1 giin boyunca etiivde

kurutuldu.
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Sekil 4.3. Ikinci jenerasyon dendronun biiyiitiilmesi
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4.3.1. 2J-HPt dendronunun sentezi

1x107 mol (0,554 g) ikinci jenerasyon (2J) dendron geri sogutucuya baglanmis iki boyunlu
cam balona alinarak 20 mL DMF:C2HsOH (1:5) igerisinde ¢oziindii. 2x10° mol (0,218 g)

2-Aminofenol’iin 5 mL DMF’de ¢oziinmiis ¢6zeltisi, damlatma hunisi igerisine konularak

¢ozelti ortamina oda sicakliginda yavas yavas ilave edildi. Daha sonra reaksiyon ortamina

2x10° mol (0,532 g) PtCl, konularak Béliim 4.3.’de belirtilen yonteme gore sentezlendi

(Verim 75%).
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Sekil 4.4. 2J-HPt dendronunun sentezi i¢in 6ngdriilen tepkime

4.3.2. 2J-HPd dendronunun sentezi

1x107 mol (0,554 g) ikinci jenerasyon (2J) dendron geri sogutucuya baglanmus iki boyunlu
cam balona alinarak 20 mL DMF:C;HsOH (1:5) igerisinde ¢oziindii. 2x10° mol (0,218 g)

2-Aminofenol’tin 5 mL DMF’de ¢oziinmiis ¢6zeltisi, damlatma hunisi igerisine konularak

cozelti ortamina oda sicakliginda yavas yavas ilave edildi. Daha sonra reaksiyon ortamina

2x1072 mol (0,355 g) PdCl, konularak Boliim 4.3."de belirtilen yonteme gore sentezlendi

(Verim 69%).
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Sekil 4.5. 2J-HPd dendronunun sentezi i¢in 6ngoriilen tepkime

4.3.3. 2J-NO2Pt dendronunun sentezi

1x10° mol (0,554 g) ikinci jenerasyon (2J) dendron geri sogutucuya baglanmus iki boyunlu
cam balona alinarak 20 mL DMF:C;HsOH (1:5) icerisinde ¢oziindii. 2x10° mol (0,308 g)
2-Amino-5-nitrofenol’iin 5 mL DMF’de ¢6ziinmiis ¢ozeltisi, damlatma hunisi igerisine
konularak ¢6zelti ortamina oda sicakliginda yavas yavas ilave edildi. Daha sonra reaksiyon
ortamma 2x10~> mol (0,532 g) PtCl; konularak Béliim 4.3.’de belirtilen yonteme gore

sentezlendi (Verim 71%).
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Sekil 4.6. 2J-NO2Pt dendronunun sentezi i¢in dngoriilen tepkime

4.3.4. 2J-NO2Pd dendronunun sentezi

1x107 mol (0,554 g) ikinci jenerasyon (2J) dendron geri sogutucuya baglanmus iki boyunlu
cam balona alinarak 20 mL DMF:C;HsOH (1:5) icerisinde ¢oziindii. 2x10° mol (0,308 g)
2-Amino-5-nitrofenol’iin 5 mL DMF’de ¢6ziinmiis ¢ozeltisi, damlatma hunisi igerisine
konularak ¢ozelti ortamina oda sicakliginda yavas yavas ilave edildi Daha sonra reaksiyon
ortamma 2x103 mol (0,355 g) PdCl; konularak Béliim 4.3.’de belirtilen yonteme gore

sentezlendi (Verim 67%).



61

Na N HO NO, -2H,0
\Nr ) + 2PdCl, ~—— N= +2HCI
// H,N —<
N

CH : 7\
- n— N

Fe Ci—/l N==

: Fe —

9
8t

O,N

/OHZ
Pd

VAR

Sekil 4.7. 2J-NO2Pd dendronunun sentezi i¢in dngdriilen tepkime

4.3.5. 2J-CH3Pt dendronunun sentezi

1x107 mol (0,554 g) ikinci jenerasyon (2J) dendron geri sogutucuya baglanmus iki boyunlu
cam balona alinarak 20 mL DMF:C;HsOH (1:5) icerisinde ¢oziindii. 2x10° mol (0,246 g)
2-Amino-5-metilfenol’iin 5 mL DMF’de ¢6ziinmiis ¢6zeltisi, damlatma hunisi igerisine
konularak ¢ozelti ortamina oda sicakliginda yavas yavas ilave edildi Daha sonra reaksiyon
ortamma 2x10~° mol (0,532 g) PtCl; konularak Boliim 4.3’de belirtilen ydonteme gore

sentezlendi (Verim 72%).
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Sekil 4.8. 2J-CH3sPt dendronunun sentezi i¢in 6ngoriilen tepkime

4.3.6. 2J-CH3Pd dendronunun sentezi

1x107 mol (0,554 g) ikinci jenerasyon (2J) dendron geri sogutucuya baglanmis iki boyunlu
cam balona alinarak 20 mL DMF:C;HsOH (1:5) icerisinde ¢oziindii. 2x10° mol (0,246 g)
2-Amino- 5-metilfenol’tin 5 mL DMF’de ¢oziinmiis ¢6zeltisi, damlatma hunisi icerisine
konularak ¢ozelti ortamina oda sicakliginda yavas yavas ilave edildi Daha sonra reaksiyon
ortamma 2x107° mol (0,355 g) PdCl, konularak Boliim 4.3’de belirtilen yonteme gore

sentezlendi (Verim 70%).
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Sekil 4.9. 2J-CH3Pd dendronunun sentezi i¢in dngoriilen tepkime

4.4. Dendronlarin Element Analizi ve Fiziksel Ozelliklerinin Belirlenmesi

Dendronlarin C, H, N, metal yiizdeleri, erime noktalar1 ve baz1 fiziksel 6zellikleri Cizelge
4.1°de verildi. Dendronlarin DMSO, asetonitril gibi polar ¢oziiciilerde ¢oziinlirken, CCly

ve benzen gibi apolar ¢oziiciilerde ¢oziinmedigi gorildii.

Metal icermeyen dendronlarin erime noktalar1 kiyaslandiginda, jenerasyon sayisinin
artmastyla erime noktalarinda diisiis gozlenirken coziintirliiklerinde artis gozlendi. Metal
iceren dendronlarin erime noktalar1 kiyaslandiginda ise, Pt(Il) iyonu igeren dendronlarin
erime noktalarinin Pd(II) iyonu igerenlerden daha diisiik oldugu, ¢oziiniirliiklerinin ise

daha iyi oldugu belirlendi.

Erime noktalarin1  dendronlarin igerdigi farkli fonsiyonel gruplar bakimindan
inceledigimizde ise -NO> siibstitiie gruplar1 iceren dendronlarin -CHj3 siibstitiie gruplari
iceren dendronlara kiyasla daha yliksek oldugu goriildii. Yani molekiil agirligr arttikga
erime noktasinda artis meydana geldi [137].
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4.5. Dendronlarin Magnetik Duyarhk Olciimleri

Pd*? ve Pt*? iyonlar1 iceren dendronlarin magnetik duyarliliklart Boliim 3.1.’de anlatildig:
sekilde olciildii ve sonuglar1 Cizelge 4.1.’de verildi. Olgiimler sonunda elde edilen veriler
degerlendirildiginde Pd*? ve Pt*2 iyonu iceren tiim dendronlarin diyamanyetik 6zellikte

olduklar1 belirlendi.



Cizelge 4.1. Sentezlenen dendronlarin element analiz sonuglar1 ve fiziksel 6zellikleri

Dendron Kapali Formiil fletkenlik | E.N. Renk Elemental Analiz
Mol kiitlesi Olgiim et (BM) Bulunan (Hesaplanan)%
(g.mol?) Degerleri C H N Pt Pd Fe
(uS/cm)
1 CusH14N6Fe 1,01 160 | Agik kahve 52,13 5,03 26,30 - - 16,79
(322,06) - (52,16)  (4,35) (26,08) - (17,23)
2J CsoH24N6O2Fe 1,08 320* | Siyah 62,57 3,93 14,17 - - 9,81
(556,39) - (64,70)  (4,31) (15,10) - - (10,03)
2J-HPt C42H36NsO4FeCl2Pt; 9,47 235* Koyu kahve 40,39 3,47 9,89 30,93 - 4,54
(1233,71) D (40,85)  (2,92) (9,08)  (31,63) - (4,53)
2J-NO2Pt C42H34N100gFeCl,Pt, 12,89 196* | Ceviz 37,60 3,12 10,77 28,80 - 4,56
(1323.71) D (38,07) 2,57 (10,58)  (29,48) - (4,22)
2J-CH3Pt CaaH1oNgO4FeCl,Pt; 15,04 >187* | Aci kahve 41,11 3,63 9,07 29,90 - 4,44
(1261,77) D (41,85)  (3,17) (8,88) (30.92) - (4.43)
2J-HPd Ca2H36NgO4FeCl2Pd; 9,51 228* | Kizil kahve 47,60 4,00 11,06 - 19,40 4,78
(1056,38) D (47,71)  (3,41) (10,60) - (20,15) (5,29)
2J-NO,Pd C42H34N100gFeCl,Pd, 14,14 185 Venge 43,05 3,08 12,43 - 17,90 4,35
(1146,38) D (43,96)  (2,96) (12,21) - (18,57) (4,87)
2J-CHsPd Ca2H40NsO4FeCl,Pd; 17,64 175 Koyu kahve 49,01 4,09 10,05 - 19,00 4,80
(1084,44) D (48,69)  (3,69) (10,33) - (19,63) (5,15)

*: Bozunma sicakligi

D: Diyamanyetik

99
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4.6. Dendronlarin letkenlik Ol¢iimleri

Pd*? ve Pt*? iyonlar1 igeren dendronlarin iletkenlik dl¢iimleri Boliim 3.1.’de anlatildig:
sekilde yapilarak belirlendi ve sonuglar1t (9,47-17,64 uS/cm) Cizelge 4.1’de verildi.
Sentezlenen dendronlarin énce DMSO igerisinde 1x10™ M’lik ¢dzeltileri hazirland1 ve oda
sicakliginda iletkenlikleri &l¢iildii. Referans olarak DMSO igerisinde 1x107 M’lik KCI (73
uS/cm) ve 1x107 M’lik DMSO (0,54 uS/cm) ¢dzeltilerinin oda sicakliginda iletkenlikleri
belirlendi.

1x10° M’lik DMSO ortaminda 6lgiilen iletkenliklere gore c¢ozeltinin elektrolit tipi
asagidaki Cizelge 4.2.’de goriilmektedir [138,139].

Olgiimler sonunda elde edilen veriler degerlendirildiginde Pd*? ve Pt'? iyonu igeren tiim

dendronlarin elektrolit olmadig1 sonucuna varildi (Cizelge 4.3) [140].

Cizelge 4.2. Molar iletkenlik degerlerine gore elektrolit tipleri

letkenlik (uS/cm) Elektrolit Tipi
65-90 1:1
130-170 1:2
200-240 1:3
300 1:4

Cizelge 4.3. Sentezlenen dendronlarin iletkenlik degerleri ve bazi referanslar i¢in 6lgiilen

iletkenlik degerleri

Bilesik uS/cm Elektrolit Tipi
KCI 73,00 1:1
CaCl 150,80 1:2
DMSO 0,54 -
2J-HPt 9,47 -
2J-NO2Pt 12,89 -
2J-CH3Pt 15,04 -
2J-HPd 9,51 -
2J-NO2Pd 14,14 -
2J-CHsPd 17,64 -
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4.7. B-Glukoz Oksidaz (GOx) Enziminin immobilizasyonu ve Optimizasyonu

10 mg B-Glukoz oksidaz’in (GOX) 10 mL sudaki ¢6zeltileri hazirlandiktan sonra 0,5’er gr
2], 2J-HPt, 2J-HPd, 2J-NO2Pt, 2J-NO,Pd, 2J-CHsPt, 2]J-CH3Pd dendronlarinin tizerlerine
ilave edildi. Karisim oda sicakliginda manyetik karistirict iizerinde 24 saat boyunca
karistirilarak immobilizasyonun gergeklesmesi saglandi. Daha sonra dendronlar siiziilerek
alindi, +4°C’de muhafaza edildi.

Sekil 4.10. 1ki jenerasyonlu ve biiyiitiilmiis iki jenerasyonlu dendronlara GOx enziminin
immobilizasyonu
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GOx enziminin aktivitesinin tayininde kolorimetrik Trinder yontemi kullanilmigtir [141].
Reaksiyon mekanizmasinda; GOx enzimi, -D-glukoz ile hidrojen peroksit arasinda olan
ve sonucunda D-glukono-6-lakton olusan reaksiyonu katalizleyen bir flavoproteindir ve bu
reaksiyonda elektron alicis1 olarak molekiiler oksijen (O2) kullanilir. Bu reaksiyon iki yar1
reaksiyondan olusur. Indirgeyici yar1 reaksiyonda GOx, B-D-glukozun enzimatik olmayan
bir sekilde glukonik aside hidroliz olan D-glukon-5-laktona oksidasyonunu
katalizlemektedir. Daha sonra GOx’1n flavin adenin diniikleotit (FAD) halkas1t FADH2’ye
indirgenmektedir. Oksidatif yar1 reaksiyonunda onceden indirgenmis olan GOx oksijen

tarafindan hidrojen peroksit liretmek iizere tekrar yiikseltgenmektedir.

Kolorimetrik tayinin yapilabilmesi i¢in tepkime ortaminda olusan H2O2’in HRP enziminin
varhiginda renklendiricilerle (4-AAP, Fenol) olusturdugu pembe renkli kinonimin
bilesiginden yararlanilir. Bu bilesigin maksimum dalga boyu 507 nm’dir [142]. Enzim

aktivitesi bu dalga boyundaki absorbans degisimi izlenerek belirlenmistir.

OH OH OH
H K OH / /
; 0 H ; 0) H , OH
H GOx H H,O0, H
HO H —>» K HO H o0 —» XHO H COOH
HO H HO HO
OH H OH H OH
Glukoz Glukolakton Glukonikasit

~

GOx-FADH, GOx-FAD

02 g H202

a

HRP
H,0, +4AAP + Fenol —® Kinonimin + H,0

b

Sekil 4.11. a) GOx’n indirgen ve yiikseltgen yar1 reaksiyonlari, b) renkli bilesik Kinoniminin
olusmasi
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4.7.1. immobilize edilen B-Glukoz oksidaz enziminin aktifligine pH etkisi

Destek materyale tutturulmus enzimin aktifligine pH etkisini incelemek icin, GOx (-
glukoz oksidaz) enzimi immobilize edilmis dendronlardan 2’ser mg alinarak yedi tiip
icerisine konuldu. Uzerlerine 20 mg glukoz ve pH 3,0-9,0 arasinda hazirlanan tampon
cozeltilerinden ilave edilip oda sicakliginda ultrasonik su banyosunda karistirildi. 4-
Aminoantipirin (10 mg), Fenol (20 mg) ve peroksidaz enzimi (0,5 mg) eklendikten sonra
UV-GB spektrofotometresi ile 507 nm’deki absorbans degisimi izlendi. Daha sonra

Excel’de bu degerler grafiklestirildi ve dendronlar i¢in optimum pH degerleri belirlendi.

Mukayese etmek amaciyla serbest B-glukoz oksidaz enziminin (GOx) aktifligine pH etkisi
de incelendi. Bunun igin, tiip icerisine Bolim 3.3.’de belirtildigi gibi hazirlanan serbest
enzim ¢ozeltisinden 1’er mL alinip yedi tiip icerisine konuldu ve immobilize enzim igin
yapilan islemler aynen tekrarlandi UV-GB spektrofotometresi yardimiyla absorbans
degerleri kaydedildi. Serbest enzim ve farkli desteklere tutturulmus enzimin optimum pH

degerlerinin kiyaslamasi yapildi.

4.7.2. immobilize edilen p-Glukoz oksidaz enziminin aktifligine sicakhigin etkisi

Destek materyale tutturulmus enzimin aktifligine sicakligin etkisini incelemek icin, GOX
(B-glukoz oksidaz) enzimi immobilize edilmis dendronlardan 2’ser mg alinarak tiiplere
konuldu. Uzerlerine 20 mg glukoz ve optimum pH’daki tampon ¢dzeltisinden ilave edilip
20°C-90°C sicakliklar1 arasinda 1sitilmig olan ultrasonik su banyosunda 30 dk karistirildi.
4-AAP (10 mg), Fenol (20 mg) ve HRP (0,5 mg) eklendikten sonra UV-GB
spektrofotometresi ile 507 nm’deki absorbans degisimi izlendi Daha sonra Excel’de bu

degerler grafiklestirildi ve dendronlar i¢in optimum sicaklik degerleri belirlendi.

Mukayese etmek amaciyla serbest B-glukoz oksidaz enziminin (GOx) aktifligine sicakligin
etkisi de incelendi. Bunun i¢in, tlip icerisine Bo6lim 3.3.’de belirtildigi gibi hazirlanan
serbest enzim ¢ozeltisinden 1’er mL alinip sekiz tlip igerisine konuldu ve immobilize
enzim i¢in yapilan islemler aynen tekrarlandi UV-GB spektrofotometresi yardimiyla
absorbans degerleri kaydedildi. Serbest enzim ve farkli desteklere tutturulmus enzimin

optimum sicaklik degerlerinin kiyaslamasi yapildi.
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4.7.3. immobilize edilen p-Glukoz oksidaz enziminin tampon ¢ézelti ve yapay idrar
ortaminda tekrarlanabilirliginin tayini

Destek materyale tutturulmus enzimin tekrar kullanilabilirligini incelemek ig¢in, bir tiipe
GOx (B-glukoz oksidaz) enzimi immobilize edilmis dendronlardan 2’ser mg konularak
tizerlerine belirlenen optimum pH’daki tampon ¢ozeltisinden 4 mL ve 20 mg glukoz ilave
edilip 20 dk oda sicakliginda karistirildi. 4-AAP (10 mg), Fenol (20 mg) ve HRP (0,5 mg)
eklendikten sonra tekrar 10 dk oda sicakliginda karigtirildi. UV-GB spektrofotometresi
yardimiyla belirlenen dalga boyunda absorbans degerleri okundu. Daha sonra tiip
icerisindeki ¢ozelti kismi dekante edilerek uzaklastirildi. Geride kalan katinin iizerine ayni
miktarlarda tampon c¢ozelti, substrat (kati glukoz) ve renklendiriciler ilave edilerek

yukaridaki islemler renklenme solana dek tekrar edildi.

Yapay idrar ortaminda tekrar kullanim sayisi tayini igin, 2 mg immobilize dendron
tartilarak deney tiipiine konuldu. Uzerine Boliim 3.3.’de belirtildigi sekilde hazirlanan
yapay idrar ¢ozeltisinden 4 mL ilave edilerek 10 dk karistirildi. 1,26 mg glukoz katis1 (Tip
2 Diyabet) [143] eklenerek 10 dk karisirildi. 4-AAP (10 mg), Fenol (20 mg) ve HRP (0,5
mg) eklendikten sonra 10 dk daha karistirilarak UV-GB spektrofotometresi yardimiyla
belirlenen dalga boyunda absorbans degerleri kaydedildi.

Sekil 4.12. Anahtar-kilit modeli {izerinden enzim-substrat iligkisi gosterimi
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4.7.4. immobilize edilen p-Glukoz oksidaz enziminin aktifligine substrat derisiminin
etkisi

Destek materyale tutturulmus enzimin aktifligine substrat (glukoz) derisiminin etkisini
incelemek i¢in, GOx (B-Glukoz Oksidaz) enzimi immobilize edilmis dendronlardan 2’ser
mg alinarak tiiplere konuldu. Uzerlerine 0,05 M’lik stok glukoz cozeltisinden degisen
miktarlarda (0,5-10 mL) tiiplere ilave edildi. Tiplerdeki toplam hacim 10 mL olacak
sekilde optimum pH’daki tampon ¢dzeltisinden ilave edildi. Bir sonraki adimda 4-AAP (10
mg), Fenol (20 mg) ve HRP (0,5 mg) eklendi ve optimum sicakliga getirilmis ultrasonik su
banyosunda 30 dk karistirildi. Tipler igerisinde substrat (glukoz) yoniinden degisik
derisimlerdeki (45 mM - 0,5 mM) renkli ¢6zeltilerin belirlenen dalga boyundaki absorbans

degisimi UV-GB spektrofotometresi yardimiyla izlendi.

Artan substrat derisimine karsi absorbans degerleri grafige gecirildi. Elde edilen grafigin

A

1
ax’+bx+c denkleminden egim bulunarak “v = (?) x(@)” formiilinden her bir

derigim i¢in hiz degerleri hesaplandi. Daha sonra Lineaweaver-Burk kalibrasyon grafigi
cizilerek Km ve Vmak (Michaelis-Menten Sabitleri) degerleri belirlendi. ( Km, enzimler
icin bir parmak izi olup enzimin substratina karsi ilgisini ifade eden bir parametre olup,
Vmak ise enzimin aktif bolgelerinin substrat ile tam doygunluga gecince ulastig1 yani

katalizin ulasabilecegi en yiiksek hiz degeridir.)

Mukayese etmek amaciyla serbest B-glukoz oksidaz enziminin (GOx) aktifligine substrat
derisiminin etkisi de incelendi. Bunun igin, tiip i¢erisine Boliim 3.3.’de belirtildigi gibi
hazirlanan serbest enzim c¢ozeltisinden 1’er mL alinip onbes tlip icerisine konuldu ve
immobilize enzim i¢in yapilan islemler sirasiyla uygulanarak aktiflik tayinleri yapildi. UV-
GB spektrofotometresi yardimiyla absorbans degerleri kaydedildi. Kinetik paramatreler

hesaplandi.
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A
KITI

C: [

Sekil 4.13. Lineweaver-Burk ¢ift-resiprok egrisi

4.7.5. immobilize B-Glukoz oksidaz enziminin depolama kararhhig

Destek materyale tutturulmus enzimin depolama kararliligini incelemek i¢in, GOx (B-
Glukoz Oksidaz) enzimi immobilize edilmis dendronlardan 2’ser mg alinarak tiiplere
konuldu ve iizerlerine 4 mL tampon ¢ozeltisi ve 20 mg glukoz katist eklenerek 20 dk
karisirildi. 4-AAP (10 mg), Fenol (20 mg) ve HRP (0,5 mg) eklendikten sonra 10 dk daha
karistirilarak UV-GB spektrofotometresi yardimiyla belirlenen dalga boyunda (507 nm)
absorbans degerleri okundu ve bu iglem her ay bir defa olmak iizere oda sicakliginda
tekrarlandi. Yapilan caligma sonunda immobilize enzimin oniki ay sonunda aktifligini %

kag koruyabildigi hesaplandi.

Sekil 4.14. Trinder metoduna gore glukoz’un takip semasi
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4.8. Asetilkolinesteraz (AChE) Enziminin immobilizasyonu ve Optimizasyonu

Boliim 3.3.°de belirtildigi sekilde hazirlanan Asetilkolinesteraz enzim ¢ozeltisinden 2’ser
mL alinarak 0,5’er gram 2J, 2J-HPt, 2J-HPd, 2J-NO2Pt, 2J-NO-Pd, 2J-CH3Pt, 2J-CHsPd
dendronlarin iizerlerine ilave edildi. Karisim oda sicakliginda, geri sogutucu altinda 24 saat
boyunca manyetik karistirict ile karistirilarak immobilizasyonun gerceklesmesi saglandi.
Reaksiyon sonunda immobilize edilen dendronlar siiziilerek ¢6zelti ortamindan alindi ve

+4°C’de muhafaza edildi.

X : -H,-CH;.NO,

M : Pt(II), Pd(II)

B

Sekil 4.15. 1ki jenerasyonlu ve bilyiitiilmiis iki jenerasyonlu dendronlara AChE enziminin
immobilizasyonu
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AChE enziminin aktivitesinin tayininde Ellman’in  spektrofotometrik  yontemi
kullanilmigtir [144]. Reaksiyon mekanizmasinda; Glikoprotein olan Asetilkolinesteraz
(AChE), asetiltiyokolini (ATCh) hidrolizleyen bir enzimdir. Bu reaksiyon iki adimdan
meydana gelir. Ilk basamak, AChE enziminin Asetiltiyokolini tiyokolin ve asetat
molekiillerine parcalamasidir. ikinci basamak ise, ilk basamakta olusan iiriin ile ortama
katilan renklendici 5-5’ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile reaksiyona girmesiyle 5-
merkapto-2-nitrobenzoik asit’in olusmasidir. Spektrofotometrik yontemde sar1 renkli
bilesik olan 5-merkapto-2-nitrobenzoik asitten yararlanilir. Bu bilesigin maksimum dalga
boyu 412 nm’dir. Enzim aktivitesi bu dalga boyundaki absorbans degisim izlenerek

belirlenmistir.

0]
+ N+
/ ‘\/\S / ’ \/\SH +CH3COOH
Asetiltiyokolin Tiyokolin
HOOC COOH
O,N S-S NO,

5-5'ditiyobis(2-nitrobenzoik asit )

l COOH
O,N S +
2 \S/\/T\ + HSGNOZ -

5-merkapto-2-nitrobenzoik asit

Sekil 4.16. Asetilkolinesteraz (AChE) enziminin biyokataliz mekanizmasi

4.8.1. Iimmobilize edilen Asetilkolinesteraz enziminin aktifligine pH etkisi

Destek materyale tutturulmus enzimin aktifligine pH etkisini incelemek igin, AChE
(Asetilkolinesteraz) enzimi immobilize edilmis dendronlardan 2’ser mg alinarak yedi tiip
icerisine konuldu. Daha sonra tiiplerin {izerine stok substrat c¢ozeltisinden 20 pL

(asetiltiyokolin iyodiir) ve pH 3,0-9,0 arasinda hazirlanan tampon ¢ozeltilerinden ilave
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edilip oda sicakliginda ultrasonik su banyosunda 15 dk karistirildi. 50 ul. DTNB
eklendikten sonra 15 dk karistirma islemine devam edildi ve UV-GB spektrofotometresi ile
412 nm’deki absorbans degisimi izlendi. Daha sonra Excel’de bu degerler grafiklestirildi

ve dendronlar i¢in optimum pH degerleri belirlendi.

Mukayese etmek amaciyla serbest Asetilkolinesteraz enziminin (AChE) aktifligine pH
etkisi de incelendi. Bunun i¢in, tiip igerisine Boliim 3.3.’de belirtildigi gibi hazirlanan
serbest enzim ¢ozeltisinden 2,88 uL almip yedi tiip igerisine konuldu ve immobilize enzim
icin yapilan islemler aynen tekrarlandi UV-GB spektrofotometresi yardimiyla absorbans
degerleri kaydedildi. Serbest enzim ve farkli desteklere tutturulmus enzimin optimum pH

degerlerinin kiyaslamasi yapildi.

4.8.2. immobilize edilen Asetilkolinesteraz enziminin aktifligine sicakh@in etkisi

Destek materyale tutturulmus enzimin aktifligine sicakligin etkisini incelemek i¢in, AChE
(Asetilkolinesteraz) enzimi immobilize edilmis dendronlardan 2’ser mg alinarak sekiz tiip
icerisine konuldu. Daha sonra tiiplerin {izerine stok substrat ¢ozeltisinden 20 L
(asetiltiyokolin iyodiir) ve optimum pH’daki tampon ¢6zeltisinden ilave edilip 20°C-90°C
sicakliklar1 arasinda 1sitilmis olan ultrasonik su banyosunda 15 dk karigtirildi. 50 pL
DTNB eklendikten sonra 15 dk daha karigtirma islemine devam edildi ve UV-GB
spektrofotometresi ile 412 nm’deki absorbans degisimi izlendi. Daha sonra Excel’de bu

degerler grafiklestirildi ve dendronlar i¢in optimum sicaklik degerleri belirlendi.

Mukayese etmek amaciyla serbest Asetilkolinesteraz enziminin (AChE) aktifligine
sicakligin etkisi de incelendi. Bunun igin, tlip icerisine Bolim 3.3.’de belirtildigi gibi
hazirlanan serbest enzim ¢o6zeltisinden 2,88 pL alinip sekiz tiip icerisine konuldu ve
immobilize enzim i¢in yapilan islemler aynen tekrarlandi UV-GB spektrofotometresi
yardimiyla absorbans degerleri kaydedildi. Serbest enzim ve farkli desteklere tutturulmus

enzimin optimum sicaklik degerlerinin kiyaslamasi yapildu.

4.8.3. Immobilize edilen Asetilkolinesteraz enziminin tekrar kullanilabilirligi

Destek materyale tutturulmus enzimin tekrar kullanilabilirligini incelemek i¢in, AChE

(Asetilkolinesteraz) enzimi immobilize edilmis dendronlardan 2’ser mg alinarak tiip
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icerisine konuldu. Uzerlerine belirlenen optimum pH’daki tampon ¢dzeltisinden 4 mL ve
stok substrat ¢ozeltisinden 20 pL (asetiltiyokolin iyodiir) ilave edilip ultrasonik su
banyosunda 15 dk oda sicakliginda karistirildi. 50 pLL DTNB eklendikten sonra 15 dk daha
karistirma iglemine devam edildi ve UV-GB spektrofotometresi yardimiyla belirlenen
dalga boyunda absorbans degerleri okundu. Daha sonra tiip igerisindeki ¢ozelti kismi
dekante edilerek uzaklagtirildi. Geride kalan katinin iizerine aym1 miktarlarda tampon
coOzelti, substrat c¢ozeltisi (asetiltiyokolin iyodiir) ve DTNB ilave edilerek yukaridaki

islemler renklenme solana dek tekrar edildi.

4.8.4. immobilize edilen Asetilkolinesteraz enziminin aktifligine substrat derisiminin
etkisi

Destek materyale tutturulmus enzimin aktifligine substrat (asetiltiyokolin iyodiir)
derisiminin etkisini incelemek i¢in, AChE (Asetilkolinesteraz) enzimi immobilize edilmis
dendronlardan 2’ser mg alinarak on tiip icerisine konuldu. Uzerlerine 0,075 M’lik stok
asetiltiyokolin iyodiir ¢ozeltisinden degisen miktarlarda (10-60 pL) tiiplere ilave edildi.
Tiiplerdeki toplam hacim 4020 pL olacak sekilde optimum pH’daki tampon ¢6zeltisinden
ilave edildi ve optimum sicakliga getirilmis ultrasonik su banyosunda 15 dk karistirildi. Bir
sonraki adimda her bir tiipe 50 uL DTNB eklendi ve 15 dk karistirma islemine devam
edildi. Tiipler icerisinde substrat (asetiltiyokolin iyodiir) yoniinden degisik derisimlerdeki
(1,12 mM-0,18 mM) renkli ¢ozeltilerin, belirlenen dalga boyundaki absorbans degisimi
UV-GB spektrofotometresi yardimiyla izlendi.

Artan substrat derisimine kars1 absorbans degerleri grafige gecirildi. Elde edilen grafigin

A 1
ax?+bx-+c denkleminden egim bulunarak “v = (?) x(@)” formiiliinden herbir derisim

icin hiz degerleri hesaplandi. Daha sonra Lineaweaver-Burk kalibrasyon grafigi ¢izilerek

Km ve Vmak degerleri belirlendi.

Mukayese etmek amaciyla serbest Asetilkolinesteraz enziminin (AChE) aktifligine substrat
derisiminin etkisi de incelendi. Bunun i¢in, tiip igerisine Bolim 3.3.’de belirtildigi gibi
hazirlanan serbest enzim c¢ozeltisinden 2,88’er pL alinip on tiip igerisine konuldu ve
immobilize enzim i¢in yapilan iglemler sirasiyla uygulanarak aktiflik tayinleri yapildi UV-
GB spektrofotometresi yardimiyla absorbans degerleri kaydedildi. Kinetik parametreler

hesaplandi.
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4.8.5. Immobilize Asetilkolinesteraz enziminin depolama kararhhg

Destek materyale tutturulmus enzimin depolama kararliligin1 incelemek igin, AChE
(Asetilkolinesteraz) enzimi immobilize edilmis dendronlardan 2’ser mg alinarak tiiplere
konuldu ve iizerlerine 4 mL tampon ¢6zelti ve 20 uL stok asetiltiyokolin iyodiir (substrat)
cozeltisinden eklenerek 15 dk karisirildi. Bir sonraki adimda her bir tiipe 50 uL DTNB
eklendi ve 15 dk daha karistirma islemine devam edildi. UV-GB spektrofotometresi
yardimiyla belirlenen dalga boyunda (412 nm) absorbans degerleri okundu ve bu islem her
ay bir defa olmak iizere oda sicakliginda tekrarlandi. Yapilan ¢alisma sonunda immobilize

enzimin dokuz ay sonunda aktifligini % kag¢ koruyabildigi hesaplandi.

AChE + - - + -
CH;COSCH,CH,N(CH;);l + H,0 m————= (CH;);NCH,CH,S + CH,COO + 2H+]1

e

+ - + -

______________

Sekil 4.17. Ellman metoduna gore Asetiltiyokolin iyodiir’iin AChE varliginda verdigi
tepkime

4.8.6. Enzim inhibitorii pestisitlerin immobilize AChE enzimi iizerine etkisi ve pestisit
tayini

Immobilize Asetilkolin esteraz enzimi ile pestisit tayini yapabilmek igin, AChE
(Asetilkolinesteraz) enzimi immobilize edilmis dendronlardan 2’ser mg alinarak alt1 tiip
icerisine konuldu. Uzerlerine Boliim 3.3.’de belirtildigi gibi hazirlanan pH 8 tampon
¢ozeltisinden tiipteki toplam hacim 4070 pL olacak sekilde (4000-3050 pL) ilave edildi ve
asetiltiyokolin iyodiir (substrat) ¢ozeltisinden de 20 pL eklenerek ultrasonik su banyosunda
20 dk karistirildi. Karistirma isleminden sonra, her bir tiipe 50 uL. DTNB ¢o6zeltisinden
ilave edilerek 10 dk daha karistirma islemine devam edildi. Daha sonra Bolim 3.3.°de
belirtildigi sekilde hazirlanan stok pestisit ¢ozeltisinden alt1 ayr tiip igerisinde sirasiyla 0,
10 pL, 20 puL, 30 pL, 40 pL ve 50 pL olacak sekilde ilaveler yapildi.
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Pestisit ilavesinden 30 dk sonra, tiipler igerisinde pestisit yoniinden degisik derisimlerdeki
sart renkli ¢ozeltilerin, belirlenen dalga boyundaki absorbans degisimi UV-GB
spektrofotometresi yardimiyla izlendi. Bu calisma kullanilan madde miktarlar1 ve islem
siras1 degistirilmeden insektisit olan Imidan fosmet, Karbaril ve herbisit olan Florokloridon
icin tekrarlandi. Fosmet, karbaril ve florokloridon’a ait agik yapilari ve adlandirilmalar
Cizelge 4.4’de verildi.

Cizelge 4.4. Calisilan pestisitlerin agik yapilar1 ve adlandiriimalari

Ticari Ismi IUPAC ismi Kimyasal Yapisi
0
Imidan fosmet | ©,O-dimetilS-ftalimidometil N 0
fosforoditiyoat \ |
S—P—0Q
\ I\
i
H;C
3 \E/C\O
Karbaril 1-naftil-N-metilkarbamat
Cl
0]
(3-kloro-4-(klorometil)-1- | ¢ b
Florokloridon [3-(triflorometil)fenil]-2- N
pirolidinon) F

Calismanin devaminda, immobilize AChE enziminin pestisitlerin kantitatif tayininde
uygulamasini yapabilmek igin, ¢alisilan derisim araliginda belirlenen dalga boyundaki
absorbans degerlerine (y ekseni) karsi pestisit miktar1 (x ekseni) gelecek sekilde
kalibrasyon grafigi ¢izildi. Olusturulan grafigin egiminden yararlanarak absorbans
degerinin yartya inebilmesi i¢cin (AChE enziminin aktifligini %50’ye diisiirebilecek)
ortama ilave edilmesi gereken pestisit ¢ozeltisinin pLL cinsinden miktarina gecildi.

Derisimi bilinmeyen pestisit tayininde kullanilmak {izere hazirlanan kalibrasyon grafiginin
dogrulugunun saptanmasi igin, tiip icerisine AChE enzimi immobilize edilmis dendrondan

2 mg tartilarak konuldu. Uzerine Béliim 3.3.”de belirtildigi sekilde hazirlanan pH 8 tampon
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¢ozeltisinden 3065 pL ve asetiltiyokolin iyodiir (substrat) ¢ozeltisinden 20 pL eklenerek
ultrasonik su banyosunda 20 dk karistirildi. Karistirma isleminden sonra, her bir tiipe 50
uL DTNB ¢ozeltisinden ilave edilerek 10 dk daha karistirma islemine devam edildi. Daha
sonra derigimi bilinen pestisit ¢ozeltisinden 35 pL eklendi. Pestisit ilavesinden 30 dk sonra
belirlenen dalga boyundaki absorbans degeri UV-GB spektrofotometresi yardimiyla
kaydedildi. Deneysel olarak elde ettigimiz absorbans degeri ile, kalibrasyon grafiginden
elde ettigimiz absorbans degeri karsilastirildi ve % hata hesaplandi. Bdylece derigimi
bilinmeyen numunedeki pestisitin tayin edilmesinde kullanabilecek bir kalibrasyon grafigi

olusturuldu.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada, 6nce ferrosen ¢ekirdekli birinci ve ikinci jenerasyon dendronlar sentezlendi.
Sonra ikinci jenerasyon dendrona ii¢ farkli amino fenol tirevi (X: -H, -NO2, -CHa)
katilarak “kalip” yontemi ile Pd(IT) ve Pt(II) metalleri iceren genisletilmis iki jenerasyonlu
dendronlar sentezlendi. Sentezlenen dendronlarin yapilari, FT-IR, UV-Vis, H-NMR,
AAS, LC-MS, MALDI-TOF MS, molar iletkenlik ve magnetik siisseptibilite 6l¢iimleriyle
aydinlatildi. Daha sonra, dendronlara Glukoz oksidaz (GOx) ve Asetilkolinesteraz (AChE)

enzimi immobilize edilerek optimizasyon ¢alismalari yapildi.

Bu boliimde yapilan calismalar su basliklar altinda incelenecektir.

a) Sentezlenen dendronlarin yapilar1 FT-IR, UV-Vis, IH-NMR, AAS, LC-MS, MALDI-
TOF MS, molar iletkenlik ve magnetik siisseptibilite Slgtimleri ile aydinlatilmasi
calismalari

b) Sentezlenen dendronlara immobilize edilen Glukoz oksidaz (GOx) enziminin
optimizasyon ¢alismalari

c) Sentezlenen dendronlara immobilize edilen asetilkolinesteraz (AChE) enziminin
optimizasyon ¢alismalari

d) Immobilize enzimlerin kalitatif ve kantitatif analiz uygulamalari anlatilacaktir.

5.1. Dendronlarin Yapilarinin Aydinlatilmasi

FT-IR, UV-Vis, H-NMR, AAS, LC-MS, MALDI-TOF MS spektrumlart ve molar
iletkenlik ve magnetik siisseptibilite Ol¢iimleri yorumlanarak sentezlenen dendronlarin

yapilar verilecektir.

5.1.1. Birinci jenerasyon dendronun(1J) yap: analizi

Sentezlenen birinci jenerasyon dendronun FT-IR spektrumu Sekil 5.1°de verilmektedir.
Spektrumda gozlemlenen karakteristik IR titresim bantlar1 (Cizelge 5.3) soyledir; -NH:
grubuna ait asimetrik gerilme titresimi Vasv-vy 3433 cm™’de ve simetrik gerilme titresimi

Vsin-Hy 3336 cm™’de, ferrosen’e bagl azometin grubuna ait v(c-n) gerilmesi 1633 cm™®’de

keskin pik halinde gozlenmistir [145,146]. Ferrosen molekiiliine ait halka titresimi d-c-c
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(halka titresimi) 1410 cm™’de, diizlem igi biikiilme titresimi 0.c.c-n 1208 cm™’de, ayrica diizlem

dis1 V(c-Hydd titresimi 805 cm™’de, halka titresimi V(re-cphalka 541 cm™’de goriilmiistiir
[59,147,148].
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Sekil 5.1. Birinci jenerasyon dendronun IR Spektrumu

Birinci jenerasyon dendronun elektronik absorpsiyon spektrumu (UV-GB) Sekil 5.2°de
verilmektedir. Bu spektrumda onemli karakteristik absorpsiyon bandlarina baktigimizda,
o—ac* elektronik gegisine ait siddetli bir band 201-204 nm araliginda, n—m*(serbest gegis)
elektronik gegisine ait siddetli bir band 251-254 nm civarinda, azometin grubuna ait (C=N)
karakteristik n—n* gecis bandi 288-291 nm aralifinda ve ferrosen’e ait d-d(rc) gegisi ise
446 nm’de zay1f bir band olarak gdzlenmistir [149,150].
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Sekil 5.2. Birinci jenerasyon dendronun UV spektrumu

Sentezlenen birinci jenerasyon dendronun DMSO-ds’da alinan *H-NMR spektrumu Sekil
5.3’de verilmektedir. Burada -CH=NF) protonuna ait pik 7,96 ppm’de (s, 1H), -NH>
protonuna ait pik 5,98 ppm’de (s, 4H) gozlemlendi. Ferrosen halkasina ait protonlarin (-
CHro)) ise 2,89 (s, SH), 2,73 (m, 2H), 2,59 (m, 1H) ve 2,29 ppm’de (m, 1H) olmak iizere
ayrt ayrt yerlerde rezonansa ugradiklari goriildi. 3,33 ppm’deki pik ¢oziicii olarak
kullanilan détoro DMSO’e, 2,09 ppm’deki pikin ise ¢6ziicliniin suyundan kaynakli pikler

oldugu 6ngorildii.
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Sekil 5.3. 1J dendronunun *H-NMR spektrumu
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Ferrosen ve melamin’in (1:1) tepkimesinden elde edilen birinci jenerasyon dendronun (1J;
C1sH14NgFe) teorik molekiil kiitlesi 322,06 g/mol olarak hesaplanmis ve alinan LC-MS
spektrumu incelendiginde (Sekil 5.4) m/z (deneysel): 322,2753 [M*] molekiiler iyon piki
4,212. dakikada gozlenmistir.

Sentezlenen birinci jenerasyon dendronun iletkenlik 6lglimii Boliim 3.1.°de anlatildigi gibi
yapild1 ve sonug (1,01 pS/cm) Cizelge 4.3°de verildi. 1x10° M’lik DMSO ¢ézeltisinde ve
26 + 0.1°C’de o6lgiilen iletkenlik degerine gore dendronun elektrolit olmadig1 non-elektrolit
oldugu goriildii [138].



1M _02 108 (4.212) Cm (108:111-77:83) 1: TOF MS ES+
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Sekil 5.4. 1J dendronunun LC-MS spektrumu
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5.1.2. Ikinci jenerasyon dendronun(2J) yap: analizi

Sentezlenen ikinci jenerasyon dendronun FT-IR spektrumu Sekil 5.5°de verilmektedir.
Spektrum incelendiginde; birinci jenerasyon dendronun spektrumunda gozlenen 3433 cm™,
3336 cm™’deki serbest halde bulunan -NHz grubuna ait asimetrik ve simetrik gerilme

titresim bandlarinin  beklendigi gibi kayboldugu go6zlenmektedir. Yapiya eklenen
tereftaldialdehit’in aromatik V(c-+) gruplarina ait gerilme titresimi 3054 cm™’de yeni bir
band olarak gozlendi. ikinci jenerasyon dendrondaki ug aldehit gruplarina ait V(c-w)
gerilmesi 2757, 2805 cm™ ikili bant halinde, v(c-0) gerilme titresimi ise keskin bir bant
olarak 1735 cm™’de gozlendi. 1633 cm™’de gdzlenen ferrosen’e bagl azometin grubuna ait
V(c=n) gerilme titresimi yerini korurken, 1621 cm™’de ortaya ¢ikan yeni band ise ikinci
jenerasyon dendrondaki yeni imin grubuna ait vc=n) gerilme titresimine atfedilmistir
[145,146]. Birinci jenerasyon dendrondaki ferrosen halkasina ait O-c-C(halka titresimiy IKiNCi
jenerasyon dendronda yiiksek dalga sayisina kayarak 1416 cm™’de, diizlem ici biikiilme
titresimi O.c.c.n’de 1211 cm™’de gdzlenmistir. Bu durum ikinci jenerasyon dendronda
ferrosen halkasimin elektronik ¢evresinin degistigini gostermektedir. Birinci jenerasyon

dendronda oldugu gibi ikinci jenerasyon dendronda da ferrosen’e ait diizlem dis1 V(c-H)dd

titresimi 807 cm™ de, halka titresimi V(re-cpyhaika 541 cm™’de goriilmiistiir [147,148].

Ikinci jenerasyon dendrona ait UV-GB spektrumu Sekil 5.6°da verilmektedir. ikinci
jenerasyon dendrona ait spektrum ile birinci jenerasyon dendrona ait spektrumun g¢ok
benzer oldugu goriilmiistiir. Ikinci jenerasyon dendrona ait spektrumda o©nemli
karakteristik absorpsiyon bandlarina baktigimizda, c—c* elektronik gegisine ait band 204-
207 nm araliginda, n—m*(serbest gecis) elektronik gegisine ait siddetli bir band 253-257
nm civarinda, azometin grubuna ait (C=N) karakteristik n—n* gecis bandi 288-291 nm
araliginda ve ferrosen’e ait d-d(rc) gegisi ise 432 nm’de zayif bir band olarak gozlenmistir
[149].
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Sekil 5.6. Ikinci jenerasyon dendronun UV spektrumu

Sentezlenen ikinci jenerasyon dendronun DMSO-ds’da alinan *H-NMR spektrumu Sekil
5.7°de verilmektedir. Birinci jenerasyon dendronun 5,98 ppm’de (s, 4H) goriilen -NH>
protonuna ait tekli pikin kayboldugu gozlenmistir. Bu pikin kaybolmasi, serbest halde
bulunan aminlerin aldehitlerle reaksiyona girdiginin bir gostergesi olarak diisiiniilmiistiir.
Birinci jenerasyon dendrona ait 7,96 ppm’de (s, 1H) gozlenen -CH=Nc) imin protonuna
ait tekli pik ikinci jenerasyon dendronun spektrumunda 7,95 ppm’de (s, 1H) bir protona

karsilik tekli pik olarak gozlendi.

Ayrica ikinci jenerasyon dendrona ait yeni imin protonu -CH=Nenzn) 8,12 ppm’de iki
protona es deger tek pik (s, 2H) olarak gozlendi. ikinci jenerasyon dendronun ug aldehit
protonlar ise 10,14 ppm’de (s, 2H) iki protona karsilik tekli pik olarak gbzlendi. Birinci
jenerasyon dendronda ferrosen yapisinin substitiie siklopentadienil halkasma ait
protonlarin (-CHr)) 2,89 (s, 5H), 2,73 (m, 2H), 2,59 (m, 1H) ve 2,29 ppm’deki (m, 1H)
pikleri ikinci jenerasyon dendronun spektrumunda da aymi yerlerde gozlenmistir [149].
ikinci jenerasyon dendrona ait yeni —CHaromati) protonlar1 7,4 (s, 4H) ve 6,9 ppm’de (s,4H)
olarak gozlendi. Bu piklerin varolmasi birinci jenerasyon dendrona tereftaldialdehit’in
katildiginin kaniti olarak yorumlandi. 3,32 ppm’deki pik ¢oziicii olarak kullanilan détoro
DMSO’ya, 2,09 ppm’deki pikin ise c¢oziiciiniin suyundan kaynakli pikler oldugu

ongorildii.
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Cizelge 5.1. 1] ve 2] dendronlarmin *H-NMR spektrum degerleri

Dendron

Aldehit

-CH=N(rc)

-NH2

'CH(aromatik)

-CH(ro

1]

7,96(s,1H)

CH:N(Benzen)

5,98(s,4H)

2,89 (s,5H)
2,73(m,2H)
2,59(m,1H)
2.29(m,1H)

2]

10,14(s,2H)

7,95(s,1H)

8,12(s,2H)

7,4(s,4H)
6,9(s,4H)

2,89 (s,5H)
2,73(m,2H)
2,59(m,1H)
2.30(m,1H)




b 10.14(5)

7 4s)
7 45
6.9(s) DMSO
6.9(s)
W= B120)
7.95(s) /&
273m)  2.500m) ¥
273w C:D /4
2. 3D(m) /44 8.12(s)
2809 Fe 2300
2 20 2896
23909 b 10.14(8)
Fc
R0 CH-N
Jl J L
= h o 1 T . 1 |4 1 1] 1 ] ] L] T 1] 1 1] 1 1] 1 =
18 17 16 15 14 13 12 11 10 9 8 2 & 5 4 3 1 5

f1 (ppm)

Sekil 5.7. 2] dendronunun *H-NMR spektrumu
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Birinci jenerasyon dendrona (1J; CisHisNeFe), iki mol tereftaldialdeht’in katilmasiyla
olusan Ikinci jenerasyon dendronun (2J; CzoH2aNsO2Fe), teorik molekiil kiitlesi 556,39
g/mol olarak hesaplanmis ve alinan LC-MS spektrumu incelendiginde (Sekil 5.8) m/z
(deneysel): 554,4532 [M?] molekiiler iyon piki 7,417. dakikada gozlenmistir.

Sentezlenen ikinci jenerasyon dendronun iletkenlik 6lgiimii Boliim 3.1.’de anlatildig1 gibi
yapild1 ve sonug (1,01 uS/cm) Cizelge 4.3°de verildi. 1x10° M’lik DMSO ¢ézeltisinde ve
26 + 0.1°C’de o6lgiilen iletkenlik degerine gore dendronun elektrolit olmadig1 non-elektrolit

oldugu goriildii [138].
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5.1.3. Metal ile koordine olan dendronlarin yap: analizi

Ikinci jenerasyon dendrona ii¢ farkli amino fenol tiirevi (X: -H, -NO2, -CH3) ve PdCl; ve
PtCl> tuzlan katilarak “kalip” yontemi ile Pd(Il) ve Pt(II) iyonlar1 igeren metalleri i¢eren

genisletilmis iki jenerasyonlu dendronlar sentezlendi.

Pd(Il) ve Pt(II) iyonlar1 igeren genisletilmis ikinci jenerasyon dendronlarin pek ¢ok
¢oziiciide ¢oziiniirliigi disiik oldugu i¢in *H-NMR ve LC-MS spektrumlari alinamadi. Bu
nedenle yapilarmin aydinlatilmasinda FT-IR, UV-Vis, elemental analiz, AAS, MALDI-
TOF MS, molar iletkenlik ve magnetik duyarlilik 6lgiimleriyle aydinlatildi.

Sentezlenen Pd(II) ve Pt(IT) iyonlar1 igeren genisletilmis ikinci jenerasyon dendronlarin
iletkenlik 6l¢timleri Boliim 3.1.°de anlatildigr gibi yapildi ve sonuglar (9,47-17,64 uS/cm)
Cizelge 4.3’de verildi. 1x10° M’lik DMSO ¢bzeltisinde ve 26 + 0.1°C’de odlgiilen
iletkenliklere goére tiim dendronlarin elektrolit olmadigi non-elektrolit oldugu goriildii
[138]. Buna gore Pd(II) ve Pt(II) iyonlar1 igeren genisletilmis ikinci jenerasyon

dendronlarin nétr yapiya sahip oldugu dngoriildii.

Pd(Il) ve Pt(Il) iyonlar1 igeren genisletilmis ikinci jenerasyon dendronlarin manyetik
duyarlilik Slgiimleri Boliim 3.1.°de anlatildigi gibi yapildi ve sonuglar Cizelge 4.1.’de
verildi. 26 £ 0.1°C’de yapilan manyetik 6l¢im degerleri (R’degerleri “negatif”) biitiin
dendronlarin diyamanyetik oldugunu gosterdi. Buna gore Pd(IT) ve Pt(Il) komplekslerinde
elektron konfigiirasyonlarinin 4d®, 5d® ve geometrilerinin kare diizlem oldugunu éngérmek

miimkiindiir. Bu sonuglar dendronlar i¢in Boliim 4’te 6nerilen yapilarla uyumlu olmustur.

Genisletilmis ikinci jenerasyon dendronlardan 2J-NO2Pt’nin MALDI-TOF MS spektrumu
almabilmistir (Sekil 5.9). 2J-NO2Pt’nin fragmantasyonlarina ait sematik gosterim Sekil
5.10°da verilmistir. 2J-NO2Pt i¢in molekiiler iyon piki [M"] m/z =1323,71’de
gozlenmezken, [M*+Na™] piki m/z =1346,989°de g6zlenmistir.

Bu verilere gore Pt atomu i¢eren dendronlarda, dendronun”Pt2D”” molekiil formiiliine sahip

oldugu sonucunu ortaya koymamaizi sagladi ve Boliim 4°te onerilen yapilar1 destekledi.
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Genisletilmis ikinci jenerasyon dendronlarin TGA egrileri incelendiginde tiim dendronlarin
tek kademede bozundugu ve %90’lik bir kiitle kaybinin oldugu goriilmektedir. Ayrica tim
genisletilmis ikinci jenerasyon dendronlarin TGA egrilerinde 100°C’nin altinda bozunma
sicakligr ve kiitle kaybi1 goriilmemistir. Bu durum komplesklerde kristal suyunun

olmadigini diistindiirmistiir. TGA egrilerine Ekler Boliimiinde (EK-8) yer verilmistir.

2J-XPd; (X: H, NOp, CHzg)

Pd(Il) iyonlar1 igeren genisletilmis ikinci jenerasyon dendronlarin FT-IR spektrumlari

Ekler boliimiinde verilmektedir. Spektrumlar incelendiginde; Ikinci jenerasyon
dendrondaki ug aldehit gruplarina ait v(c-+) gerilmesi 2805, 2757 cm™ ikili band halinde,
1735 cm™’de v(c-0) gerilme titresimine ait keskin bandin kompleks olusumu ile kaybolmasi
uc aldehitlerin 2-aminofenol ve tiirevleri ile tepkimeye girdigini gostermektedir. 3339,
3329, 3287 cm’de gozlenen genis bandlarm koordinasyon suyuna ait vorn) gerilme
titresimlerine aittir. Literatiir verilerine gore, koordinasyon suyuna ait 1600 cm™ civarinda
gozlenmesi beklenen O¢.0) biikiilme titresimine ait bandlar, imin gruplarma ait V(c=n)
gerilmelerine ait bandlarin altinda kaldigindan gozlenememistir [149]. Ikinci jenerasyon
dendronun spektrumunda 1633 cm™’de gozlenen (Ferrosen’e bagli azometin) vc=n)
gerilme titresimleri 1649-1638 cm™ araliginda, 1621 cm™‘de gdzlenen melamin igerikli
imin gruplarma ait V(c=n) gerilme titresimleri ise 1630-1623 cmaraliginda gdzlenmistir.
Pd iyonu igeren dendronlarda ayrica 1619-1611 cm™ araliginda yeni imin band:
g6zlenmistir. Bu imin bandinin ortaya ¢ikmasi 2-Aminofenol ile ug aldehitlerin tepkimeye
girdigini gostermektedir. Ayrica bu bandin diisiik dalga sayisinda gozlenmesi bu imindeki
azot atomunun metal iyonu ile koordinasyona katildigin1 gdstermektedir. N atomu
tizerinden metale elektronlarin aktarilmasiyla -C=N bagi zayiflamis ve bag kuvveti
(derecesi) azalmustir [148]. ikinci jenerasyon dendronda 1211 cm™’de goriilen diizlem ici
biikiilme titresimi 0.c-c-n metal iceren dendronlarda bu bandlar 1245-1242 cm™ araliginda
gorilmiistiir. Metal igeren dendronlarin IR spektrumlarindaki titresimlerin diisiik frekans
bolgesinde M-O ve M-N titresim badlarinin belirlenmesi ¢ok kolay degildir. Literatiir
verilerine gore, 581-575 cm™ ve 452-429 cm™ gozlenen yeni bandlarin Vipg-0) V€ V(pd-n)

titresimlerine ait oldugu diistiniilmistiir [59,151].
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Bu ilave bandlar Schiff bazinin O ve N verici atomlari ile Pd atomuna koordine oldugunu

desteklemektedir. Ayrica Pd atomuyla koordinasyona giren Cl atomuna ait gozlemeyi
bekledigimiz V(pg-ciy titresim bandlarin1 Far-IR bolgesine diistiigiinden dolayr gérmemiz
miimkiin olmamustir. Ikinci jenerasyon dendronda 1416 cm™’de gdzlenen ferrosen
halkasina ait O-c-C(nalka titresimi) metal iceren dendronlarda yiiksek dalga sayisma kayarak

1445-1440 cm? arasinda gozlenmistir. Bu durum genisletilmis ikinci jenerasyon

dendronlarda ferrosen halkasinin elektronik ¢evresinin degistiginin gostergesidir.

Tiim dendronlarda aromatik v(c-n) gerilme titresimleri 3059-3055 cm™ araliginda, aromatik
v(c-c) titresimleri ise 1600-1450 cmaraliginda gozlenmistir. Ikinci jenerasyon dendron ile
metal igeren dendronlar kiyaslandiginda aromatik v(c-n) gerilme titresimlerinde ¢ok biiyiik
bir kayma meydana gelmemistir. Ayrica 2J-NO2Pd dendronuna ait spektrumda 1530 ve
1340 cm™’de gozlenen yeni ikili band nitro grubuna ait Vaspnoz) Ve Vsno) titresimlerinden
kaynaklanmistir [149]. Ferrosen’e ait diizlem dist V(c-Hyw titresimleri 822-815 cm™

araliginda, halka titresimleri ise V(re-cp)halka 552-540 cm™ araliginda gdzlenmistir.

2J-XPt; (X: H, NO,, CHa)

Pt(I1) iyonlar1 i¢eren genisletilmis ikinci jenerasyon dendronlarin FT-IR spektrumlar1 EKler

béliimiinde verilmektedir. Spektrumlar incelendiginde; Ikinci jenerasyon dendrondaki ug
aldehit gruplarma ait vic.ny gerilmesi 2805, 2757 cm™ ikili band halinde, 1735 cm™’de
V(c=0) gerilme titresimine ait keskin bandin kompleks olusumu ile kaybolmasi ug
aldehitlerin 2-aminofenol ve tiirevleri ile tepkimeye girdigini gostermektedir. 3330, 3320,
3275 cm™’de gozlenen genis bandlarin koordinasyon suyuna ait v(ow) gerilme titresimlerine
aittir. Literatiir verilerine gore, koordinasyon suyuna ait 1600 cm™ civarinda gézlenmesi
beklenen d¢20) biikiilme titresimine ait bandlar, imin gruplarina ait V(c=ny gerilmelerine ait
bandlarin altinda kaldigindan gozlenememistir [149]. Ikinci jenerasyon dendronun
spektrumunda 1633 cm™’de gozlenen (Ferrosen’e bagli azometin) Vv(c-ny gerilme
titresimleri 1645-1635 cm™ araliginda, 1621 cm™‘de gozlenen melamin igerikli imin
gruplarma ait Vc=n) gerilme titresimleri ise 1632-1611 cmlaraliginda gdzlenmistir. Pt

iyonu igeren dendronlarda ayrica 1612-1605 cm™ araliginda yeni imin band1 gdzlenmistir.
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Bu imin bandmin ortaya ¢ikmasi 2-Aminofenol ile u¢ aldehitlerin tepkimeye girdigini
gostermektedir. Ayrica bu bandin diisiik dalga sayisinda gozlenmesi bu imindeki azot
atomunun metal iyonu ile koordinasyona katildigin1 gostermektedir. N atomu iizerinden
metale elektronlarin aktarilmasiyla -C=N bag1 zayiflamis ve bag kuvveti (derecesi)
azalmustir. [148]. Ikinci jenerasyon dendronda 1211 cm™’de gériilen diizlem ici biikiilme
titresimi O.c.cH metal iceren dendronlarda bu bandlar 1242-1240 cm™ araliginda
gorilmiistiir. Platin igeren dendronlarin IR spektrumlarindaki titresimlerin diisiik frekans
bolgesinde M-O ve M-N titresim badlarinin belirlenmesi ¢ok kolay degildir. Literatiir
verilerine gore, 577-565 cm™ ve 439-425 cm™gdzlenen yeni bantlarin Vo) Ve Ve
titresimlerine ait oldugu disiiniilmiistiir [59,151]. Bu ilave bandlar Schiff bazinin O ve N
verici atomlar1 ile Pt atomuna koordine oldugunu desteklemektedir. Ayrica Pt atomuyla
koordinasyona giren Cl atomuna ait gézlemeyi bekledigimiz Vpci titresim bandlarin
Uzak-IR bolgesine diistiigiinden dolay1 gérmemiz miimkiin olmanmustir. Ikinci jenerasyon
dendronda 1416 cm™’de gozlenen ferrosen halkasina ait O-c-C(naka titresimiy Platin metal
iceren dendronlarda yiiksek dalga sayisina kayarak 1454-1451 cm™ arasinda gdzlenmistir.
Bu durum genisletilmis ikinci jenerasyon dendronlarda ferrosen halkasinin elektronik

cevresinin degistiginin gostergesidir.

Tiim dendronlarda aromatik v(c-n) gerilme titresimleri 3065-3059 cm™ araliginda, aromatik
v(c-c) titresimleri ise 1600-1450 cm™araliginda gdzlenmistir. Ikinci jenerasyon dendron ile
metal igeren dendronlar kiyaslandiginda aromatik v(c-n) gerilme titresimlerinde ¢ok biiyiik
bir kayma meydana gelmemistir. Ayrica 2J-NO2Pt dendronuna ait spektrumda 1525 ve
1337 cm™’de gozlenen yeni ikili band nitro grubuna ait Vasnoz) Ve Vs(no) titresimlerinden
kaynaklanmistir [149]. Ferrosen’e ait diizlem dis1 V(c-Hjwa titresimleri 825-805 cm

araliginda, halka titresimleri ise V(re-cp)halka 545-539 cm™ araliginda gozlenmistir.

Pd(Il) ve Pt(Il) iyonu igeren genisletilmis dendronlara ait UV-GB spektrumlart Sekil
5.11°de verilmektedir. UV spektrumundaki bandlarin isaretlenmesinde benzer literatiir
verileri temel alinmistir [138,145,152,153]. Palladyum igeren genisletilmis ikinci
jenerasyon dendronlara ait spektrumlar ile Platin igeren genisletilmis ikinci jenerasyon
dendronlara ait spektrumlarin benzer oldugu goriilmiistiir. Genisletilmis ikinci jenerasyon

dendronlara ait spektrumlarda 6nemli karakteristik absorpsiyon bandlarina baktigimizda,
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c—c* elektronik gecisine ait band 202-208 nm araliginda gozlenmistir. Benzen
halkasindaki m—n* elektronik gegislerine ait bandlar 252-260 nm arasinda, imin grubuna
ait m—mn* eclektronik gecisine (serbest gecis) ait siddetli bandlar 282-291 nm arasinda
gbzlenmistir. Ligandlardaki (1J ve 2J) bandlar ile kiyaslandiginda yapilara 2-aminofenol
tiirevleri gibi oksokrom gruplarin takilmasindan ve kompleks olusumundan 6tiirii 6zellikle
imin grubuna ait m—n* gegislerinin dalga boylarinin metal iceren genigletilmis
dendronlarda daha yiiksek dalga boyuna (kirmiziya kayma) kaydigi gorilmistiir.
Ligandlardaki azometin gruplarina ait (C=N) karakteristik n—n* gecisleri omuz seklinde
288-291 nm araliginda gozlenmis benzer sekilde kompleks olusumu ile bu bandlarda
yiiksek dalga boyuna kayarak 291-300 nm araliginda gézlenmistir. Bu kayma Schiff bazi
ligandinin metale imin azotu {izerinden baglandiginin bir gostergesidir. UV-GB
spektrumlari ile komplekslerin geometrilerinin agiklanmasinda yararli ip uglar1 veren d-d
gecislerine ait bandlarin, absorbsiyon siddetlerinin diigiik oldugundan ve metal iyonuna ait
d-d gecis bandlarmin birinci ve ikinci jenerasyonlu dendronlara ait bandlarla gakistigindan
gozlenmeleri zorlasmistir [150]. Genisletilmis dendronlarin  UV-GB  spektrumlari
incelendiginde, ferrosene ait d-d(re) gegisleri 374-475 nm araliginda zayif bir band olarak
gozlenmistir [149]. Kompleks olusumu ile bandlar kismen diisiik dalga boyuna kaymis ve
en ¢ok kayma nitro grubu tastyan Pd(1l) ve Pt(II) iyonu igeren dendronlarda gézlenmistir.
Ayrica genisletilmis dendronlarda 521-579 nm arasinda goriilen bandlarin yiik-transfer

veya metal iyonuna ait d-d gegislerine ait oldugu 6n goriilmiistiir [154-156].

Cizelge 5.2. Sentezlenen dendronlarin UV-GB spektrum degerleri (nm)

Jemax(10“M DMSO)
Dendron c—0c* T—T* (bn) n—7*(c=N) N—n*c=n) d—d* g d—dm

1J 201, 204 233 251, 254 288, 291 446 -

2] 204, 207 237 253, 257 288, 291 -,432 -
2J-HPt 203, 206 237 257, 261 295, 300 350, 468

2J-NOzPt 203, 206 238 252, 255 290, 297 306, 370 532
2J-CH3Pt 205, 208 235 252, 258 292, 295 311, 451 579
2J-HPd 205, 207 238 254, 258 294, 296 341, 475 525
2J-NO,Pd 204, 207 234 253,259 291, 298 316, 374 521
2J-CHsPd 202, 208 236 256, 260 291, 297 311, 402 544

*: d—d (Serbest Fc): 441 (069)




2J-HX 2J-NO2X 2J-CHsX
3 1 g 3 - £ i g
: 2 5
2 - 2 - 2
3 38 @
< < <
1 - 1 - 1 -
0 - 0 - 0o+ ——
180 480 780 180 480 780 180 480 780
3 - a 3 - &, 3 &,
S 2 5
2 2 2
< g
14 1 - 1
0 - 0 - 0 -
180 480 780 180 480 780 180 480 780

Sekil 5.11. Metal ile koordine olan dendronlarin UV spektrumlari
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Pd(I1)

Pt(I1)



Cizelge 5.3. Sentezlenen dendronlarin belirgin IR frekanslari (cm™)

Sentezlenen V. NH2es)/(s) V cu=ns Voch=ns V chsn V cH (aldehit) Ferrosen titresim bantlari V -mo Pr (oHY Pw(H20)
dendronlar V on (Fo) (melamin)  (5-An) V c-0 V Fe-Cp(Halka) | 9-C-C-H(bt) V -mn
V. 0-c-C(ht)
V _ cHarom)/(alf) CH (dd)
1J 3433-3336 1633/-/- - 541 1208 - -
= - 805 1410
-/-
2] - 1633/1621/- 2757-2805 541 1211 - -
- 1735 807 1416
3054/-
2J-HPt - 1643/1630/1608 - 541 1240 571/431 842/-
3320 - 825 1454
3061/-
2J-NO2Pt - 1645/1632/1612 - 545 1242 577/439 850/762
3330 - 825 1454
3059/-
2J-CHsPt - 1635/1611/1605 - 539 1240 565/425 835/-
3275 - 805 1451
3065/-
2J-HPd - 1638/1623/1607 - 548 1242 579/439 838/-
3329 - 822 1442
3055/-
2J-NO,Pd - 1649/1630/1619 - 552 1245 581/452 856/-
3339 - 831 1445
3059/-
2J-CHsPd - 1642/1625/1611 - 540 1242 575/429 837/767
3287 - 815 1440
3057/-

bt: Bag titresimi

ht: halka titresimi

Fc: Ferrosen

dd: diizlem dis1

¢0T
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5.2. B- Glukoz Oksidaz Enziminin (GOx) Optimizasyon Cahsmalari

B- Glukoz oksidaz enziminin (GOx) immobilizasyonu Boliim 4.7°de ayrintili bir sekilde
verilmektedir. Bu boliimde serbest ve immobilize enzimlerin optimizasyon degerleri (pH,
sicaklik), substrat derisimi yoniinden yapilan c¢alismalar sonunda elde edilen Kkinetik

parametreler verilecektir.

5.2.1. Serbest ve immobilize edilen GOx enziminin aktifligine pH etKisi

Serbest ve destek materyale tutturulmus GOx (B-glukoz oksidaz) enziminin aktifligine pH
etkisinin incelenmesi ¢alismalar1 Boliim 4.7.1°de ayrintili bir sekilde verildi. X ekseninde
pH, y ekseninde ise bagil aktivite degerlerine yer verilerek grafikler olusturuldu. Her bir
grafikte referans olarak serbest enzimin( pembe tireli ¢izgi) optimum pH degerlerine yer
verildi ve sentezlenen yeni destek dendronlarin optimum pH degerleri ile cakistirma

yapildi. Deney sonucunda elde edilen veriler ile cizilen grafikler Sekil 5.12°de yer

almaktadr.
100
(=)
S g0
m ; 2J-GOx b
A 2)-HPd-GOx 2 60
e : 2J-HPt-GOx =
- < 40
... Serbest enzim(GOx) )
& 20
0
3 5 7 9
pH
100
(=)
= :2J-GOX .80
A 2)-NO,Pd-GOx E‘
o : 2J-NO2Pt-GOx £ 60
««.: Serbest enzim(GOx) < 40
M 20
0

Sekil 5.12. Enzim (GOx) aktivitesi iizerine pH etkisi



104

100
X
< 80
m: 2J-GOx =
A: 2)-CHsPd-GOX 2 60
o: 2J-CH3Pt-GOX <
.« Serbest enzim(GOx) o 40
>}
2 20
0

pH

Sekil 5.12 (devam). Enzim (GOX) aktivitesi iizerine pH etkisi

Sekilde goriildiigli gibi serbest enzimin bagil aktivitesinin en yliksek oldugu pH degeri 5
civarinda iken, 2J-GOXx iki jenerasyonlu dendronda ise bagil aktivite iki farkli pH'da (pH 4
ve pH 7) maksimum gdstermistir. Genisletilmis iki jenerasyonlu 2J-HPd-GOx, 2J-HPt-
GOx, 2J-NO2Pt-GOx dendronlar i¢in pH 7, 2J-CHsPt-GOx dendronu i¢in pH 5, 2J-
CH3Pd-GOx dendronu i¢in pH 6, 2J-NO2Pd-GOXx dendronu i¢in pH 8 oldugu belirlendi.

Optimum pH degerleri iizerine metal etkisini incelemek i¢in genisletilmis ikinci jenerasyon
dendronlarin bagil aktivite grafiklerine baktigimizda genelde farkli oldugu goriildii.
Kompleks olusumu ve metalin farklilastirilmas: (Pd(II), Pt(Il)) ile optimum pH degerinin
degistigi gozlendi. Genelde bu degisim Pd(II) metali iceren genisletilmis dendronlarda
Pt(IT) metali igerenlere kiyasla daha bazik optimum pH degerleri gosterdi.

Optimum pH degerleri iizerine siibstitiient etkisini incelemek i¢in genisletilmis ikinci
jenerasyon dendronlarin bagil aktivite grafiklerine baktigimizda yine optimum degerlerde
farkliliklar gorildi. 2J-HPd-GOx, 2J-NO2Pd-GOx ve 2J-CH3Pd-GOx genisletilmis ikinci
jenerasyon dendronlarin optimum pH degerleri sirasiyla 7, 8, 6 olarak belirlenirken, 2J-
HPt-GOx, 2J-NO2Pt-GOx ve 2J-CHsPt-GOx genigletilmis ikinci jenerasyon dendronlarin
optimum pH degerlerinin sirasiyla 7, 7, 5 oldugu goriildii.-CHs ve -NO; grubu igeren
dendronlarin bagil aktivite grafiklerinde ve optimum pH degerlerinde degisime neden
oldugu goriildii. -CHs grubu iceren dendronlarda optimum pH degerlerinin asidik bolgeye

kaydigr goriildii.

Kaynak arastirmasina gére GOx enzimi asidik ortamda tepkime veriyorsa enzimin Glu412

bolgesi, notral ortamda enzimin His516 bolgesi, bazik ortamda ise His559 bolgesi ile



105

tepkimeye girdigi Leskovaca ve digerleri tarafindan rapor edilmistir [157]. Bu bilgiler
is1¢inda  hazirlanan yeni desteklere immobilize olan B-Glukoz oksidazin kataliz
reaksiyonlarinda ii¢ onemli amino asit yan zincirinin rol oynadigi, pH degerlerindeki
degisimlerin bu amino asit yan zincirlerinden aktif rol alana gore degistigi 6ngoriisiinde
bulunulmustur. 2J-GOx kodlu olan dendronuna immobilizasyonu yapilan GOX enziminin
pH4 ve pH7’de aktif olmasi enzimin Glu412 ve His516 bélgelerinin, 2J-HPd-GOX, 2J-
HPt-GOx, 2J-NO2Pt-GOx kodlu dendronlarin immobilizasyonunda pH7’de aktif olmasi
enzimin His516 bolgesinin, 2J-CH3Pd-GOx, 2J-CH3Pt-GOx kodlu dendronlarda pH6 ve
pHS5’de aktif olmas1 Glu412 bolgesinin, 2J-NO2Pd-GOx kodlu dendronda da pH8’de aktif

olmasi His559 bolgesinin enzime baglanmada aktif rol oynadigini géstermistir.

Cizelge 5.4. Immobilize dendronlarm optimum pH’lar1 ve enzimin aktif yan zincirleri

Dendron Optimum Enzimin aktif kisimlar1
pH Sicaklik

2J-GOx 4,7 40, 60 His516

2J-HPd-GOx 7 | 50ve80 N

el
7~
5
Nel
>

H
R N
" Ho—ﬁwﬁ His559
2J-HPt-GOX 7 40 ve 70 \‘\‘\O_”_) : N E pKa 6.10
pKa 1.77 R ’?
23-NO-Pd-GO His (yan zincir) W
- 2F Q- X 8 50
2J-NO2Pt-GOx 7 40 pKa2.2 Glu412
HOOC >
2J-CH3Pd-GOXx 6 | Goveso | 7 NI
H,C—COOH |
2J-CH3Pt-GOX 5 60 T pKadd

Glu (yan zincir)
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COOH
+
HaN——CH

CH,

H,C——COOH

CcOOo COO” COO
+ | + |
HaN—CH HsN—C|3H HZN_TH
CH, CH, CHa
pKa 1,77 H o pKa6l0 | H  pKa9s s
W C/N\ ——w C7T O\ — w CT O\
- |, jcH oo =~ I cH
H
a
coo COOH
+ | + |
HsN——CH HsN—TH
CH, CH,
pKa 2,2 pKa 4,3 |
. H,C——COOH =gy—== H,C——CO00’
b

Sekil 5.13. a) His ve b) Glu aminoasitlerinin pH degisimine gore aktif olan gruplari

Bu c¢alismada enzimin
karbohidratin -OH grubu ile aktif olan amino asit yan zincirlerinin yapisindaki —NH> veya

—COOH gruplarinin, dendronlarin yapisinda bulunan-CH=N- (imin) azot atomu arasinda

immobilizasyonun,

hidrojen bagi olusturarak yapildigi sonucuna varildu.

Enzim ve dendronlar arasindaki etkilesimin Sekil 5.14 ve Sekil 5.15’deki gibi oldugu 6n
goriildii. Modifiye edilen dendronlarin yapisinda bulunan ferrosenin katkisi ile, olusan

elektron aligverisi sayesinde glukozun, glukonik asite yiikseltgenme olay1 gerceklesmis

oldu.

B-Glukoz oksidazin dis kabugundaki
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:-OH - GOx
:Glu 412 )

<) :His 516

1

Kinonimin + H,0

Fo Glukonik asit + H,0, E

m 4-AAP + Fenol

@

¢
F¢*

Glukoz
mediator-enzim tabaka

Sekil 5.14. Immobilize olmus 2J-GOx ile yapilan deneylerde ortamda gergeklestigi diisiiniilen
reaksiyonlar
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Sekil 5.15. Immobilize olmus 2J-XM-GOXx ile yapilan deneylerde ortamda gergeklestigi
diistiniilen reaksiyonlar

5.2.2. Serbest ve immobilize edilen GOx enziminin aktifligine sicakhigin etkisi

Serbest ve destek materyale tutturulmus GOx (B-glukoz oksidaz) enziminin aktifligine
sicakligin etkisi ¢alismalar1 Bolim 4.7.2°de belirtildigi gibi yapildi. X ekseninde sicaklik, y
ekseninde ise bagil aktivite degerlerine yer verilerek grafikler olusturuldu. Her bir grafikte
referans olarak serbest enzimin( pembe tireli ¢izgi) optimum sicaklik degerlerine yer
verildi ve sentezlenen yeni destek dendronlarin optimum sicaklik degerleri ile cakistirma
yapildi. Deney sonucunda elde edilen veriler ile ¢izilen grafiklere Sekil 5.16.’da yer

verilmistir.



m: 2J-GOX(pH 7)
- - @: 2J-GOX(pH 4)

A 2J-HPd-GOX

®: 2J-HPt-GOx

««o: Serbest enzim(GOXx)
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A 2J-NOyPd-GOx
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- - 0: 2J-GOx(pH 4)
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Sekil 5.16. Enzim (GOXx) aktivitesi iizerine sicakligin etkisi
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Sekilde goriildiigii gibi serbest enzimin pH 5’deki bagil aktivitesinin en yiiksek oldugu
sicaklik degerleri 30 ve 70 °C olarak belirlenirken, 2J-GOX iki jenerasyonlu dendronda ise

bagil aktivite pH 4’de 40 °C, pH7 60 °C’de maksimum gostermistir. Genigletilmis iKi

jenerasyonlu 2J-HPt dendronu igin pH7’de 40 ve 70 °C, 2J-NO2Pt dendronu i¢in pH7’de
40 °C, 2J-CHsPt dendronu i¢in pH5’de 60 °C, 2J-HPd dendronu i¢in pH7’de 50 ve 80 °C,
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2J-NO2Pd dendronu i¢in pH8’de 50 °C, 2J-CHsPd dendronu i¢in pH6’da 60 ve 80 °C
olarak belirlendi.

Optimum sicaklik degerleri ilizerine metal etkisini incelemek i¢in genisletilmis ikinci
jenerasyon dendronlarin bagil aktivite grafiklerine baktigimizda genelde farkli olduklari
goriildii. Kompleks olusumu ve metalin farklilastirilmasi (Pd(I1), Pt(Il)) ile optimum
sicaklik degerlerinin degistigi gozlendi. Genelde bu degisim Pd(II) metali iceren
genigletilmis dendronlarda Pt(II) metali igerenlere kiyasla daha yliksek sicaklik degerleri
gosterdi. Boylece GOx enziminin palladyum iceren desteklere immobilizasyonu
sonucunda enzim bozulmadan daha yiiksek sicakliklarda da aktivitesini korumay1 basardi.
Yiiksek sicakliklardaki enzim uygulamalarinda (Ornek: konserve yiyeceklerde ve
iceceklerde oksijenin uzaklastirilmasiyla renk ve tadin sabitlenmesi) Pd(Il) metali igeren
dendron desteklerin daha iyi sonu¢ verecegi kanaati getirildi. Ancak uygulama
kolorimetrik diagnostik kitler (Kanda, serumda ve plazmada glukoz tayini) gibi diisiik
sicakliklarda yapilacaksa ikinci jenerasyon dendron yada Pt(I) metali igeren dendron

desteklerin kullanilmasinin daha avantajli olacagi sonucuna varildi.

Optimum sicaklik degerleri lizerine siibstitiient etkisini incelemek igin genisletilmis ikinci
jenerasyon dendronlarin bagil aktivite grafiklerine baktigimizda yine optimum degerlerde
farkliliklar goriildii. -NO2 grubu iceren dendronlarin bagil aktivite grafiklerinde optimum
sicaklik degerlerinin en diisiik oldugu goriliirken, -CHs ve -H grubu iceren genisletilmis
ikinci jenerasyon dendronlarin optimum degerlerinin daha yiiksek ve birbirine ¢ok benzer

oldugu goriildii. Dendronlarin optimum degerleri Cizelge 5.5’de topluca verildi.

Cizelge 5.5. Immobilize dendronlar i¢in optimum pH, sicaklik degerleri

Immobilize Optimum
Dendronlar
pH t (°C)

2J-GOx 4 40

7 60
2J-HPt-GOx 7 40 ve 70
2J-NO2Pt-GOx 7 40
2J-CH3Pt-GOx 5 60
2J-HPd-GOx 7 50 ve 80
2J-NO>Pd-GOx 8 50
2J-CH3Pd-GOx 6 60 ve 80
Serbest Enzim (GOXx) 5 30 ve70
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5.2.3. immobilize edilen B-Glukoz oksidaz enziminin tampon cozelti ve yapay idrar
ortaminda tekrarlanabilirliginin tayini

Dendronlara immobilize edilen GOx (B-glukoz oksidaz) enziminin tekrar kullanilabilirligi
calismalar1 Boliim 4.7.3’de anlatildig1 sekilde yapildi. X ekseninde tekrar kullanim sayisi,
y ekseninde ise bagil aktivite degerlerine yer verilerek grafikler (Sekil 5.17) olusturuldu.

Deney sonunda elde edilen verilere Cizelge 5.6’da yer verildi. Yirmi (20) tekrar sonunda
immobilize 2J-GOx dendronu aktifliginin pH4’de %64,97’sini korurken, pH7’de
%60,09’unu koruyabilmistir. Palladyum iyonu igeren immobilize dendronlar aktifliklerini
yirmi tekrar sonunda yaklasik %75, platin iyonu igeren immobilize dendronlar

aktifliklerini %70 civarinda koruyabilmislerdir.
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Sekil 5.17. Tampon ¢6zelti ortaminda immobilize (GOx) dendronlar igin
tekrarlanabilirlik grafikleri
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Sekil 5.17. (devam) Tampon ¢6zelti ortaminda immobilize (GOXx) dendronlar igin
tekrarlanabilirlik grafikleri

Yirmi 6l¢iim sonunda kalan % aktiflik degerleri iizerine siibstitiient ve metal etkisini
incelemek icin dendronlarin bagil aktivite grafiklerine bakildiginda genelde farkl
olmadiklar1 goriildii. Kompleks olusumu ve metalin farklilagtirilmasi (Pd(Il), Pt(II)) ile
geriye kalan % aktiflik degerleri kiyaslandiginda, Pd(II) metali iceren genisletilmis

dendronlarin degerlerinin az da olsa daha yiiksek oldugu gozlendi.
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Cizelge 5.6. Iimmobilize dendronlarin tampon ¢dzelti ortaminda tekrarlanabilirlik %aktiflik

degerleri
Kullanim Sayist
Dendron Optimum pH
5. 9. 20.
2J-GOx 4 94,64 89,07 64,97
2J-GOx 7 90,73 83,56 60,09
2J-HPt-GOx 7 93,48 89,49 70,45
2J-NO2Pt-GOx 7 91,60 87,73 63,03
2J-CH3Pt-GOx 5 95,25 92,36 79,17
2J-HPd-GOx 7 95,12 91,08 75,07
2J-NO2Pd-GOx 8 93,55 89,58 69,17
2J-CH3Pd-GOx 6 96,51 94,77 81,35

Tekrar kullanilabilirlik degerinin farkli bir ortamda degisip degismedigini belirlemek igin
yapay idrar ¢ozeltisi kullanilmistir. Ciinkii B-glukoz oksidaz enzimi idrardaki seker
(glukoz) tayininde kullanilan bir enzimdir. Bu nedenle yapay idrar ¢ozeltisi igerisinde 30

dk arayla on (10) tekrar yapilmistir.

Dendronlara immobilize edilen GOx (B-glukoz oksidaz) enziminin yapay idrar ¢ozeltisinde
tekrar kullanim sayisinin belirlenmesi ¢alismalar1 Bolim 4.7.3’de anlatildigi sekilde
yapildi. X ekseninde tekrar kullanim sayisi, y ekseninde ise bagil aktivite degerlerine yer
verilerek grafikler (Sekil 5.18) olusturuldu. Deney sonucunda elde edilen verilere Cizelge

5.7’de yer verildi.
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®: 2J-HPt-GOx, pH 6 ® : 2J- NO,Pt-GOX, pH 6 ®: 2J-CH3Pt-GOXx, pH 6

Sekil 5.18. Yapay idrar ortaminda immobilize (GOx) dendronlar i¢in tekrarlanabilirlik
grafikleri

On (10) tekrar sonunda immobilize 2J-GOx dendronu aktifliginin %38,9’unu korurken,
palladyum iyonu igeren immobilize dendronlar aktifliklerini %34,16- 67,7 civarinda, platin
iyonu igeren immobilize dendronlar ise aktifliklerini %42,29-62,49 araliginda koruduklar

gorilmiistiir.

On (10) tekrar sonunda kalan %aktiflik degerleri tizerine siibstitiient ve metal etkisini
incelemek i¢in dendronlarin bagil aktivite grafiklerine baktigimizda aktifliginde en gok
koruyabilen dendronlarin yapilarinda —CHs grubu bulunanlar olduklart goriildii. Kompleks
olusumu ile geriye kalan % aktiflik degerlerindeki diisiisiin yavasladigi gézlenmistir. Bu da
enzim ile metal iceriklikli dendronlarin etkilesiminin daha kuvvetli ve daha fazla noktadan

yapildiginin bir kanit1 olmustur.
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Cizelge 5.7. Iimmobilize dendronlarin yapay idrar ortaminda tekrarlanabilirlik

% aktiflik degerleri
Kullanim Sayist
Dendron Optimum pH
5. 9.
2J-GOx 6 57,58 38,9
2J-HPt-GOx 6 70,15 50,76
2J-NO2Pt-GOXx 6 76,52 42,29
2J-CH3Pt-GOx 6 77,49 62,49
2J-HPd-GOx 6 62,28 46,00
2J-NO2Pd-GOx 6 62,34 34,16
2J-CH3Pd-GOx 6 82,43 67,70

Calisilan her iki ortamda da tekrarlanabilirlik sonuglarimi kiyasladigimizda; sulu ortamda
on (10) tekrar sonunda immobilize dendronlarin %bagil aktiviteleri ortalama %85’
gosterirken, yapay idrar ¢ozeltisi ortaminda bu deger ortalama %55’lere kadar diismiistiir.
Tekrarlanabilirlik {izerine yapilan bu calismada ¢oziicii ortami degistirildiginde kullanim
sayilarinda azalmalar olsa da, desteklerimizin farkli ortamlarda da kullanilabilir oldugunu

gbérmiis olduk.

5.2.4. Serbest ve immobilize edilen GOx enziminin aktifligine substrat derisiminin
etkisi

Serbest ve destek materyale tutturulmus GOx (B-glukoz oksidaz) enziminin aktifligine
derisimin etkisini incelemek igin; her destek materyal i¢in belirlenen optimum sartlarda,
farkli derisimlerde hazirlanan substrat ¢cozeltilerinde absorbans degerleri belirlendi. Boliim
4.7.4°de belirtilen islemler uygulanarak bagil aktiflik tayinleri yapildi. X ekseninde 1/S, y
ekseninde ise 1/V degerlerine yer verilerek Lineaweaver-Burk kalibrasyon grafikleri (Sekil

5.19) olusturuldu. Her bir grafikte referans olarak serbest enzimin (tam ¢izgi) degerlerine
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yer verildi ve sentezlenen yeni destek dendronlarin degerleri ile ¢akistirma yapildi.
Lineaweaver-Burk kalibrasyon grafiklerinden vyararlanarak Km ve Vmak degerleri

hesaplandi ve Cizelge 5.8”de verildi.

O : Serbest Enzim(GOX), pH 4, t 40 °C g
® : 2]-GOx, pH 4,140 °C E
o : Serbest Enzim(GOXx), pH 7, t 60 °C E/
—
m: 2J-GOx, pH 7,160 °C
L 1 /07 1 1 J
-0,3 -0,2 -0,1 ql 0,1 0,2 0,2
-0,1
U[S](mMM)
4,5 - L7
4t R
S35 47
0: Serbest Enzim(GOx), pH 7, t 40 °C % 3 7 ;”
0 é 25 //
®:2)-HPt-GOX, pH 7, 40 °C s ,:f
= | A
A : Serbest Enzim(GOx), pH 7, t 70°C
A :2J-HPt-GOx, pH 7,170 °C

-0,1 0,1
1/[S](mM-1)
Sekil 5.19. Iimmobilize (GOXx) dendronlar igin Lineaweaver-Burk kalibrasyon grafikleri



0: Serbest Enzim(GOx), pH 7, t50 °C

®:2J-HPd-GOXx, pH 7, 150 °C
A : Serbest Enzim(GOx), pH 7, t 80°C
A:2J-HPd-GOx, pH 7,180 °C

0O: Serbest Enzim(GOXx), pH 7, t 40 °C

©:2J-NO2Pt-GOx, pH 7, t 40 °’c

A : Serbest Enzim(GOx), pH 8, t 50°C
A :2J- NO,Pd -GOx, pH 8,150 °C
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Sekil 5.19. (devam) Immobilize (GOXx) dendronlar igin Lineaweaver-Burk kalibrasyon

grafikleri

0,6
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Sekil 5.19. (devam) Immobilize (GOXx) dendronlar igin Lineaweaver-Burk kalibrasyon
grafikleri

Km, enzimler i¢in bir parmak izi olup enzimin substratina karsi ilgisini ifade eden bir
parametredir. Bu parametre degerinin kiiciik olmasi enzimin substrata karsi ilgisinin
yliksek oldugu anlamini tagir. Vmak ise enzimin aktif bolgelerinin substrat ile tam

doygunluga gegince ulastig1 yani katalizin ulasabilecegi en yiliksek hiz degeridir.

Lineaweaver-Burk kalibrasyon grafiklerinden elde edilen kinetik parametre degerlerine
baktigimizda, immobilizasyonla bu degerlerin degistigi gdzlenmistir. 2J-GOx dendronunun
pH4, 40°C’deki degerlerini (Km=10,49, Vmak=16,86) serbest GOx degerleri (Km=157,81,
Vmak=36,23) ile kiyasladigimizda Km degerinin immobilize dendronda daha kii¢iik
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oldugu yani substrata olan ilginin serbest enzimden daha fazla oldugu gézlenmistir. Ancak

hiz agisindan serbest enzimin gerisinde kalmstir.

2J-GOx dendronunun pH7, 60°C’deki degerlerini (Km=28,79, Vmak=15,53) serbest GOXx
degerleri (Km=8,08, Vmak=21,83) ile kiyasladigimizda Km degerinin immobilize
dendronda daha biiyiik oldugu yani substrata olan ilginin serbest enzimden daha az oldugu
gozlenmistir. Hiz acisindan pH7, 60°C’de de serbest enzimin gerisinde kaldig

gorilmiistiir.

2J-HPt-GOx dendronunun pH7, 40°C’deki degerlerini (Km=5,14, Vmak=11,5) serbest
GOx degerleri (Km=10,42, Vmak=2,33) ile kiyasladigimizda Km degerinin immobilize
dendronda daha kiigiik oldugu yani substrata olan ilginin serbest enzimden daha fazla

oldugu ayrica hiz agisindan da serbest enzime tistiinliik saglamistir.

2J-HPt-GOx dendronunun pH7, 70°C’deki degerlerini (Km=5,12, Vmak=0,47) serbest
GOx degerleri (Km=4,75, Vmak=4,00) ile kiyasladigimizda Km degerinin immobilize
dendronda daha biiyiik oldugu yani substrata olan ilginin serbest enzimden daha az oldugu,

hiz olarak ise serbest enzime gore yavas oldugu goriilmiistiir.

2J-NO2Pt-GOx dendronunun pH7, 40°C’deki degerlerini (Km=9,60, Vmak=8,27) serbest
GOx degerleri (Km=10,42, Vmak=2,33) ile kiyasladigimizda Km degerlerinin birbirlerine

cok yakin oldugu goriiliirken, hiz agisindan serbest enzime tiistiinliik saglamistir.

2J-CH3Pt-GOx dendronunun pH5, 60°C’deki degerlerini (Km=122,62, Vmak=79,80)
serbest GOx degerleri (Km=138,06, Vmak=111,11) ile kiyasladigimizda Km degerlerinin
birbirlerine yakin oldugu goriilirken, hiz agisindan serbest enzimin gerisinde kaldigi

gorilmiistiir.

2J-HPd-GOx dendronunun pH7, 50°C’deki degerlerini (Km=7,14, Vmak=10,10) serbest
GOx degerleri (Km=13,60, Vmak=3,19) ile kiyasladigimizda Km degerinin immobilize
dendronda daha kii¢iik oldugu yani substrata olan ilginin serbest enzimden daha fazla

oldugu ayrica hiz acisindan da serbest enzimden daha 1yi oldugu goriilmiistiir.

2J-HPd-GOx dendronunun pH7, 80°C’deki degerlerini (Km=4,22, Vmak=9,30) serbest
GOx degerleri (Km=8,21, Vmak=19,34) ile kiyasladigimizda Km degerinin immobilize
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dendronda daha kii¢iikk oldugu yani substrata olan ilginin serbest enzimden daha fazla

oldugu ancak hiz agisindan serbest enzimin gerisinde kaldig1 goriilmiistiir.

2J-NO2Pd-GOx dendronunun pH8, 50°C’deki degerlerini (Km=6,73, Vmak=7,40) serbest
GOx degerleri (Km=6,78, Vmak=4,35) ile kiyasladigimizda Km degerlerinin birbirlerine
cok yakin oldugu gorilirken, hiz agisindan serbest enzimden daha hizli oldugu

gorilmiistiir.

2J-CH3Pd-GOx dendronunun gerek pH6, 60°C ’deki degerlerini (Km=92,19, Vmak=23,64)
serbest GOx degerleri (Km=4,40, Vmak=4,15) ile kiyasladigimizda Km degerinin
immobilize dendronda ¢ok biiyiik oldugu yani substrata olan ilginin serbest enzimden ¢ok
az oldugu goriiliirken, bu destegin hiz agisindan bir iyilesme yaptigr goriilmiistiir. Ayni
destegin pH6, 80°C ’deki degerlerini (Km=60,33, Vmak=11,29) serbest GOx degerleri
(Km=7,07, Vmak=4,44) ile kiyasladigimizda yine substrata olan ilgi serbest enzimde fazla

iken hiz immobilize destekte daha fazla olmustur.

Km ve Vmak degerleri {izerine metal (Pd(II), Pt(Il)) etkisini inceledigimizde, palladyum
iceren desteklerin platin i¢erenlere oranla Km degerlerinin daha diisiik yani enzime olan
ilgilerinin  yiiksek oldugu gorilmistir. Hiz degerleri kiyaslandiginda ise metal

farklilagtirllmasinin dikkate deger bir iyilesme yapmadig1 goriilmiistiir.

Km ve Vmak degerleri iizerine siistitie gruplarin etkisini inceledigimizde ise elektron
saglayan -CHs grubu igeren dendronlarin substrata olan ilgilerinin en az olmalarina ragmen

hiz agisindan en iyi iyilesmeyi yaptiklar1 goriilmiistiir.

-H ve -NO; gruplarinin ise Km ve Vmak degerlerinde benzerlik goriilmiis ve substrata olan
ilgilerinin yiiksek, hizlarinin ise diisiik olduklar1 goriilmiistiir. Bu desteklerdeki -H ve -NO>
gruplarinin Km degerlerinde iyilesme yaptigi degerleri diisiirdiigii goriilmustiir. -NO-
grubunun enzim ile hidrojen bagi ile baglanmasi bu diislise yani ilginin artmasina neden

olmustur.



Cizelge 5.8. Dendronlar i¢in kinetik parametre degerleri

Dendronlar Optimum | Optimum Km vmak
pH Sicaklik (mM) mM.dk?
2J-GOx 10,49 16,86
Serbest Enzim 4 e 157,81 36,23
2J-GOx 28,79 15,53
Serbest Enzim ! o0C 8,08 21,83
2J-HPt-GOx 514 11,5
Serbest Enzim ! o 10,42 2,33
2J-HPt-GOXx 5,12 0,47
Serbest Enzim 4 " 475 4,00
2J-NO2Pt-GOXx 9,60 8,27
Serbest Enzim v - 10,42 2,33
2J-CH3Pt-GOx 122,62 79,80
Serbest Enzim > o0°C 138,06 111,11
2J-HPd-GOx 7.14 10,10
Serbest Enzim ! S0°C 13,60 3,19
2J-HPd-GOx 422 9,30
Serbest Enzim ! S0°C 8,21 19,34
2J-NO2Pd-GOx 6,73 7,40
Serbest Enzim 8 20C 6,78 4,35
2J-CH3Pd-GOx 92,19 23,64
Serbest Enzim 0 o0°C 4,40 4,15
2J-CH3Pd-GOx 60,33 11,29
Serbest Enzim 6 80°C 7.07 4,44

121
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5.2.5. Iimmobilize edilen GOx enziminin depolama kararhhig

Dendronlara immobilize edilen GOx (B-glukoz oksidaz) enziminin depolama karaliligi

calismalar1 Boliim 4.7.5°de anlatildig1 sekilde gergeklestirildi. immobilize dendronlarin

depolama kararliligina ait grafikler Sekil 5.20’de verildi.
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Sekil 5.20. GOx Immobilize edilmis dendronlar i¢in depolama kararlilig: grafikleri

Depolama kararliligi enzimin saklama kosullarina bagl bir parametredir. GOx immobilize

edilmis dendronlar i¢in depolama kararlilig1 grafikleri incelendiginde depolama kararlilik

aktivitelerinin ilk dokuz ay yiiksek oldugu, dokuzuncu aydan sonra bagil aktivitelerinde

belirgin diisiisiin (Cizelge 5.9) oldugu goriildii. Tiim veriler kiyaslandiginda genellikle Pt>*

iyonu i¢eren dendronlarin aktifliklerini uzun siire koruyabildikleri belirlendi. Bunun nedeni

enzimlerin Pt?* iyonu igeren desteklerle daha kuvvetli etkilesim i¢inde bulunmasindan

kaynaklanabilir. Ayrica immobilize enzimin konformasyonel kararliliginin daha iyi oldugu

sOylenebilir.
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Cizelge 5.9. Iimmobilize (GOx) dendronlarin 12 aylik depolama degerleri

Zaman(ay)
2.ay 4.ay 6.ay 8.ay 10.ay 12.ay
Dendron
2J-GOx 99,62 92,00 84,16 78,19 73,25 60,02
pH4
2J-GOx 93,11 83,59 78,41 72,43 66,89 52,33
pH7

2J-HPd-GOx 97,70 91,92 85,44 | 77,61 74,15 55,25
pH7

2J-HPt-GOx 98,24 95,23 90,11 87,86 83,09 62,18
pH7

2J-CH3Pd-GOx 93,16 89,42 82,00 77,10 75,46 52,49
pH6

2J-CH3Pt-GOx 99,30 | 94,46 | 89,16 | 86,82 | 76,40 | 57,02
pH5

2J-NO,Pd-GOx 99,96 90,74 82,59 67,81 64,36 44 21
pH8

2J-NO2Pt-GOx 97,79 85,93 80,57 77,69 72,33 48.30
pH7

5.3. Asetilkolin Esteraz Enziminin (AChE) Optimizasyon Calismalari

Asetilkolin esteraz enziminin (AChE) immobilizasyonu Boliim 4.8’de ayrintili bir sekilde
verilmektedir. Bu boliimde serbest ve immobilize enzimlerin optimizasyon degerleri (pH,
sicaklik), substrat derisimi yonilinden yapilan calismalar sonunda elde edilen kinetik

parametreler verilecektir.

5.3.1. Serbest ve immobilize edilen AChE enziminin aktifligine pH etkisi

Serbest ve destek materyale tutturulmus AChE (Asetilkolin esteraz) enziminin aktifligine
pH etkisinin incelenmesi c¢alismalart Boliim 4.8.1°de ayrintili bir sekilde verildi. X
ekseninde pH, y ekseninde ise bagil aktivite degerlerine yer verilerek grafikler olusturuldu.

Her bir grafikte referans olarak serbest enzimin (mor tireli ¢izgi) optimum degerlerine yer
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verildi ve sentezlenen yeni destek dendronlarin optimum pH degerleri ile cakistirma
yapildi. Deney sonucunda elde edilen veriler ile c¢izilen grafikler Sekil 5.21°de yer

almaktadir.
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Sekil 5.21. Enzim (AChE) aktivitesi tizerine pH etkisi

Sekilde goriildiigii gibi hem serbest enzimin hem de immobilize desteklerin bagil
aktivitesinin en yiiksek oldugu pH degeri 8’dir. Bunun anlami hem dendronlarin hemde
(Pd(1l), Pt(ll)) metali igeren dendronlarin optimum pH degerleri iizerinde degisiklik
olusturmadig@ gibi yapidaki farkli siibstitiientlerin (-H, -CHz ve -NO3) varlig: da degisikligi

olusturmamustir.
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Kaynak arastirmasina gére AChE enziminin aktif bolge oyugunda bes alt bolge vardir
[158,159]. Bunlar; 1. Periferal Anyonik Bolge: Aktif Bolge oyugunun agzinda olup Tyr70,
Trpl21, ve Trp279’dan meydana gelir. Ligandlar ilk bu bolgeye baglanirlar, sonrasinda
aktif merkeze yoOnlendirilirler [160,161]. 2. Kolin Baglama Bolgesi: Bu bolgede bulunan

Trp 84 ve Phe 330 kalintilarimin elektronca zengin aromatik halkalari, substrat ve
inhibitorlerin katyonik ucu ile katyon-IT etkilesimi olustururlar. 3. Oksi-Anyon Deligi: Gly

118, Gly 119 ve Ala 201 kalintilarini igerir. Bu bdlgede gecis durumlar stabilize edilir ve
aktivasyon enerji bariyeri azaltilir. Substrat dikey pozisyondan yatay pozisyona
dondiiriilerek katalitik Ser200’lin etkisine girmesi saglanir[162]. 4. A¢il Baglama Cebi:
Substrat yatay olarak dondiiriildiiglinde substratin agil kismi agil baglama cebine baglanir.
Burada Phe 288 ve Phe 290’nin fenil halkalari, bagli substratin hareketini kisitlar ve ACh
gibi kisa agil grubu igeren substratlarin katalizini hizlandirir [161,163]. 5. Katalitik Triad
(Esterik Bolge): OAD ve agil baglama cebiyle yaptigi etkilesimler sonucu kararli hale
gelen substrat aktif merkezin esterik bolgesinde yer alan ve katalitik {igliiniin (Ser-200,
His-440 ve Glu-327) etksine girer. Burasi bir yiikk dagitim sistemi olup, ilk asamada
Ser200’iin —OH grubundan His 440-Glu327 ikilisi yoniinde proton aktarimi sonucunda
Ser200 niikleofilik 6zellik kazanir. Ser200 oksijeninin substrat asetilkoline atagi sonucunda
acil-enzim ara yapist olusur. Devaminda elektron dagilimmin ters donmesi ile bu ara
yapidan alkoliin uzaklastirilmas1 gergeklestirilir. Yan {irtin olan karboksilik asidin aciga
cikmas1 ve son olarak Ser200’lin His 440’den bir proton alarak serbest kalmasi sonucunda

atik enzim baslangi¢ durumuna doner [162,164].

Bu bilgiler 1s1ginda hazirlanan yeni dendronlara immobilize olan Asetilkolinesterazin
kataliz reaksiyonlarinda 6nemli amino asit yan zincirinin rol oynadig: ve her birinin ayr1
gorevlerde aktif rol aldig1 ancak hangi aktif grubun dendronlarla nasil etkilestigini birebir
soyleyebilmek icin MOE yazilimi aracilifiyla enzimin aktif oyugunda gergeklesen

reaksiyonlar incelenerek soylenebilir.

Bu ¢alismada enzimin immobilizasyonun, Asetilkolin esterazin (AChE) esterik bolgesinde
bulunan aktif olan amino asit yan zincirlerinin yapisindaki -NH2 veya -COOH gruplarinin,
dendronlarin yapisinda bulunan -CH=N- (imin) azot atomu arasinda hidrojen bagi

olusturarak yapildig1 sonucuna varildi.
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Sekil 5.22. AChE enziminin katalitik aktivitesinin belirlenme mekanizmasi

Enzim ve dendronlar arasindaki etkilesimin Sekil 5.24 ve 5.25’deki gibi oldugu on
goriildii. Modifiye edilen dendronlarin yapisinda bulunan ferrosenin katkisi ile olusan
elektron aligverisi sayesinde asetiltiyokolinin (substrat), tiyokoline yiikseltgenme olay1

gergeklesmis oldu.
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COOH

Cizelge 5.10. AChE immobilize dendronlarin optimum pH’lar1 ve enzimin yapisinda

bulunan katalitik t¢li

Dendron Optimum Enzimin aktif kisimlari
2J-AChE 8 70
‘Trn’79
'Y Tyr-70,
2J-HPt-AChE 8 60 Y Trp-121.
Trp-279,
he29 ¢
‘ Trp-84
2J-NOPt-AChE | 8 60 @:j ." o3
he Gly-118,
Phe331. Gly-119
2J-CH3sPt-AChE 8 50 k¢ 1334 Ala-201,
(s Asp72 | Phe-288
Phe 290°
& Ser200
2J-HPd-AChE 8 60 _ Ser-200,
0 His-440
2)-NO:PA-AChE | 8 70 G|u327 i *@'p&* Glu-327
2J-CH3Pd-AChE 8 60

NO,
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Sekil 5.24. immobilize 2J-AChE ile yapilan deneylerde ortamda gergeklestigi diisiiniilen
reaksiyonlar
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~ + - - + -
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+ -
(CH;);NCH,CH,SSR + RS .

Sekil 5.25. Immobilize 2J-XM-AChE ile yapilan deneylerde ortamda gergeklestigi diisiiniilen
reaksiyonlar

5.3.2. Serbest ve ve immobilize edilen AChE enziminin aktifligine sicakhigin etkisi

Serbest ve destek materyale tutturulmus AChE (Asetilkolin esteraz) enziminin aktifligine
sicakligin etkisi ¢aligmalar1 Boliim 4.8.2°de belirtildigi gibi yapildi. X ekseninde sicaklik, y
ekseninde ise bagil aktivite degerlerine yer verilerek grafikler olusturuldu. Her bir grafikte

referans olarak serbest enzimin (mor tireli ¢izgi) optimum sicaklik degerlerine yer verildi
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ve sentezlenen yeni destek dendronlarin optimum sicaklik degerleri ile cakistirma yapildi.

Deney sonunda elde edilen veriler ile ¢izilen grafiklere Sekil 5.26’da yer verilmistir.

4. 2J-AChE
: 2J-HPd-AChE
: 2J-HPt-AChE
«eo: Serbest enzim(AChE)

Bagil Aktivite, %

Sicakhik,°C

4. 2J-AChE
: 2J-NO2Pd -AChE
: 2)-NO2Pt-AChE
«ss: Serbest enzim(AChE)

Bagil Aktivite,”

20 40 60 80 100

Sicakhk,’C

¢: 2J-AChE
: 2J-CHsPd-AChE
: 2J-CHsPt-AChE
«ss: Serbest enzim(AChE)

Bagil Aktivite,%

Sicakhk,’C

Sekil 5.26. Enzim (AChE) aktivitesi iizerine sicakligin etkisi
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Sekilde goriildiigii gibi serbest enzimin pH 8’deki bagil aktivitesinin en yiiksek oldugu
sicaklik 40°C olarak belirlenirken, immobilize dendronlarda daha yiiksek optimum
sicakliklarda gozlendi. 2J-GOx ikinci jenerasyonlu dendronda bagil aktivite 70°C’de,
genisletilmis iki jenerasyonlu 2J-HPt, 2J-NO:Pt, 2J-HPd, 2J-CHsPd dendronlart igin
60°C’de, 2J-CH3Pt dendronu i¢in 50°C’de, 2J-NO2Pd dendronu i¢in 70°C’de maksimum

bagil aktivite gostermiglerdir.

Optimum sicaklik degerleri iizerine metal etkisini incelemek i¢in genisletilmis ikinci
jenerasyon dendronlarin bagil aktivite grafiklerine baktigimizda kismen farkli olduklari
gortildii. Kompleks olusumu ile optimum sicaklik degerlerinde diisiis meydana gelirken, bu
diisiis metalin farkliligr olarak incelendiginde Pt(II) metali igeren dendronlarda daha
belirgin bir sekilde gozlendi. Genel olarak Pd(II) metali igeren genisletilmis dendronlarda,
Pt(IT) metali i¢erenlere kiyasla daha yiiksek sicaklik degerleri (+10°C) gozlendi. Boylece
GOx enziminin palladyum iceren desteklere immobilizasyonu sonucunda enzim

bozulmadan daha yiiksek sicakliklarda da aktivitesini korumayi basardi.

Yiiksek sicakliklardaki enzim uygulamalarinda ikinci jenerasyon dendronunun daha iyi
sonu¢ verecegi kanaati getirildi. Ancak uygulama gibi diisiik sicakliklarda yapilacaksa
Pd(I1) yada Pt(Il) metali igeren dendron desteklerin kullanilmasinin daha avantajli olacagi
sonucuna varildi. Optimum sicaklik degerleri iizerine siibstitlient etkisini incelemek icin
genisletilmis ikinci jenerasyon dendronlarin bagil aktivite grafiklerine baktigimizda
optimum sicaklik degerlerinin birbirine ¢ok yakin oldugu goriilmistiir. Dendronlarin

optimum degerleri Cizelge 5.11.”de topluca verildi.

Cizelge 5.11. Immobilize (AChE) dendronlar igin optimum pH, sicaklik degerleri

Dendron Optimum
Sembolleri
pH t(°C)

2J-AChE 8 70
2J-HPt-AChE 8 60
2J-NO2Pt-AChE 8 60
2J-CH3Pt-AChE 8 50
2J-HPd-AChE 8 60
2J-NO,Pd-AChE 8 70
2J-CHsPd-AChE 8 60
Serbest Enzim (AChE) 8 40
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5.3.3. Immobilize edilen AChE enziminin tekrar kullanilabilirligi

Dendronlara immobilize edilen AChE (Asetilkolinesteraz) enziminin tekrar
kullanilabilirligi ¢caligmalar1 Boliim 4.8.3’de anlatildigi sekilde yapildi. X ekseninde tekrar
kullanim sayisi, y ekseninde ise bagil aktivite degerlerine yer verilerek grafikler (Sekil

5.27) olusturuldu.

Deney sonunda elde edilen verilere Cizelge 5.12°de yer verildi. Yirmi (20) tekrar sonunda
immobilize 2J-AChE dendronu aktifliginin %38,51’ini korurken, palladyum iyonu igeren
immobilize dendronlar aktifliklerini yirmi tekrar sonunda ortalama %60, platin iyonu

iceren immobilize dendronlar aktifliklerini ortalama %53 civarinda koruyabilmislerdir.

100 L%.ﬂ
.

4:2J-AChE, pH 8,170 °C

(o)} [ee]
o o
o*
R
$
o/

S
2
:2J-HPt-AChE, pH 8, t 60 °C = ‘oo
X o,
< 40 - L 08
:2J-HPd-AChE, pH 8,60 °C >
o
< L
= 20
0 1 1 1 1
1 4 7 10 13 16 19
Tekrarlanabilirlik
100
L e
0\080 LS
i) X
#:2J-AChE, pH 8,t70°C S60 | pC S
= %
Y4
:2J-NO2Pt-AChE, pH 8, t 60 °C <40 |- ha
:2J-NO,Pd-AChE, pH 8, t 70 °C =
Mm20
O 1 1 1 1

1 4 7 10 13 16 19
Tekrarlanabilirlik

Sekil 5.27. Tampon ¢6zelti ortaminda immobilize (AChE) dendronlar igin
tekrarlanabilirlik grafikleri
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Sekil 5.27. (devam) Tampon ¢6zelti ortaminda immobilize(AChE) dendronlar igin
tekrarlanabilirlik grafikleri

Yirmi Ol¢lim sonunda kalan % aktiflik degerleri lizerine siibstitiient ve metal etkisini
incelemek icin dendronlarin bagil aktivite grafiklerine baktigimizda farkli olduklar
gortildii. Kompleks olusumu ve metalin farklilagtiritlmasi (Pd(II), Pt(IT)) ile geriye kalan %
aktiflik degerleri kiyaslandiginda, kompleks olusumu ile geriye kalan % aktiflik
degerlerindeki diigiisiin yavasladigi goriildi. Bu da enzim ile metal igerikli dendronlar
arasindaki etkilesiminin daha kuvvetli olabileceginin bir kanit1 olarak diisliniildii. Tim
veriler degerlendirildiginde (Cizelge 5.12) genelde yapisinda Pd(ll) metali iceren dendron

ile -CHz3 grubu igeren dendronlarin aktifliklerindeki kaybin en az oldugu gorildi.
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Cizelge 5.12. immobilize (AChE) dendronlarin tampon ¢6zelti ortaminda tekrarlanabilirlik

% aktiflik degerleri
Dend Ot H Kullanim Sayist
enaron piimum p 5 10, 20,
2J-AChE 8 82,37 65,54 38,51
2J-HPt-AChE 3 93,17 82,15 53,13
2J-NO2Pt-AChE 8 87,62 72,80 45,35
2J-CH3Pt-AChE 3 92,70 84,45 63,27
2J-HPd-AChE 8 91,67 79,22 61,06
2J-NO,Pd-AChE 8 86,84 76,60 53,22
2J-CHsPd-AChE 3 90,22 81,82 59,11

5.3.4. Serbest ve immobilize edilen AChE enziminin aktifligine substrat derisiminin
etkisi

Serbest ve destek materyale tutturulmus AChE (Asetilkolin esteraz) enziminin aktifligine
derisimin etkisini incelemek icin; her destek materyal i¢in belirlenen optimum sartlarda,
farkli derisimlerde hazirlanan substrat ¢cozeltilerinde absorbans degerleri belirlendi. Boliim
4.8.4°de belirtilen islemler uygulanarak bagil aktiflik tayinleri yapildi. X ekseninde 1/S, y
ekseninde ise 1/V degerlerine yer verilerek Lineaweaver-Burk kalibrasyon grafikleri (Sekil
5.28) olusturuldu. Her bir grafikte referans olarak serbest enzimin degerlerine yer verildi
ve sentezlenen yeni destek dendronlarin degerleri ile karsilastirma yapildi. Lineaweaver-
Burk kalibrasyon grafiklerinden yararlanarak Km ve Vmak degerleri hesaplandi [165] ve
Cizelge 5.13’de verildi.
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Sekil 5.28. Immobilize(AChE) dendronlar i¢in Lineaweaver-Burk kalibrasyon grafikleri
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Sekil 5.28 (devam). immobilize(AChE) dendronlar i¢in Lineaweaver-Burk kalibrasyon
grafikleri

Km, enzimler i¢in bir parmak izi olup enzimin substratina karsi ilgisini ifade eden bir
parametredir. Bu parametre degerinin kiicliik olmasi enzimin substrata karsi ilgisinin
yilksek oldugu anlamini tasir. Vmak ise enzimin aktif bolgelerinin substrat ile tam

doygunluga gegince ulastig1 yani katalizin ulasabilecegi en yiiksek hiz degeridir.

Lineaweaver-Burk kalibrasyon grafiklerinden elde edilen kinetik parametre degerlerine
bakildiginda, immobilizasyonla bu degerlerin degistigi gozlenmistir. 2J-AChE
dendronunun 70°C’deki degerlerini (Km=3,65, Vmak=0,75) serbest AChE enziminin
degerleri (Km=0,12, Vmak=1,68) ile kiyaslandiginda Km degerinin immobilize dendronda
daha biiyiik oldugu yani substrata olan ilginin serbest enzime gore daha az oldugu ve hiz

acisindan da serbest enzime gore daha yavas ilerledigi goriilmiistiir.

2J-HPt-AChE dendronunun 60°C’deki degerlerini (Km=0,89, Vmak=0,41) serbest AChE
degerleri (Km=0,07, Vmak=4,32) ile kiyaslandiginda Km degerinin immobilize dendronda
daha biiylik oldugu yani substrata olan ilginin serbest enzimden daha az oldugu ve hiz

acisindan da serbest enzime gore yavas oldugu gorilmiistiir.

2J-NO2Pt-AChE dendronunun 60°C’deki degerlerini (Km=44,25, Vmak=10,98) serbest
AChE degerleri (Km=0,07, Vmak=4,32) ile kiyaslandiginda Km degerinin immobilize
dendronda daha biiyiik oldugu yani substrata olan ilginin serbest enzimden daha az oldugu

goriiliirken, hiz agisindan serbest enzime iistiinliik saglamigtir.
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2J-CH3Pt-AChE dendronunun 50°C’deki degerlerini (Km=0,33, Vmak=0,05) serbest
AChE degerleri (Km=0,15 Vmak=1,09) ile kiyaslandiginda Km degerlerinin birbirlerine

yakin oldugu goriiliirken, hiz agisindan da serbest enzime gore yavas oldugu gorilmiistiir.

2J-HPd-AChE dendronunun 60°C’deki degerlerini (Km=0,42, Vmak=0,34) serbest AChE
degerleri (Km=0,07, Vmak=4,32) ile kiyaslandiginda Km degerinin immobilize dendronda
daha biiylik oldugu yani substrata olan ilginin serbest enzimden daha az oldugu ve hiz

acisindan da serbest enzime gore daha yavas oldugu goriilmiistiir.

2J-NO2Pd-AChE dendronunun 70°C’deki degerlerini (Km=3,46 Vmak=0,92) serbest
AChE degerleri (Km=0,12, Vmak=1,68) ile kiyaslandiginda Km degerinin immobilize
dendronda daha biiyiik oldugu yani substrata olan ilginin serbest enzimden daha az oldugu

ve hiz acisindan da serbest enzimin gerisinde kaldigi gortilmiistiir.

2J-CHsPd-AChE dendronunun 60°C’deki degerlerini (Km=0,28 , Vmak=0,44) serbest
AChE degerleri (Km=0,07 Vmak=4,32) ile kiyaslandiginda Km degerinin immobilize
dendronda daha biiyiik oldugu yani substrata olan ilginin serbest enzimden daha az oldugu

ve hiz agisindan da serbest enzime gore daha yavas oldugu goriilmiistiir.

Km ve Vmak degerleri iizerine metal (Pd(II), Pt(II)) etkisi incelendiginde, palladyum
iceren dendronlarin platin igeren dendronlara gore Km degerlerinin daha diisiik yani
enzime olan ilgilerinin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Hiz degerleri kiyaslandiginda ise metal
farklilastirilmasinin dikkate deger bir iyilesme yapmadigi goriilmiistiir (2J-NO2Pt-AChE
haric).

Km ve Vmak degerleri iizerine siibstitiie gruplarin etkisini incelendiginde elektron saglayici
-CH3 grubunu igeren dendronlarin immobilize edilmesiyle substrata olan ilgilerini
arttirirken, stbstitiie gruplarindaki farklilik hiz degerlerinde dikkate deger bir degisim

meydana getirmedigi goriilmiistiir.
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Cizelge 5.13. Immobilize(AChE) dendronlar i¢in kinetik parametre degerleri

immobilize Optimum | Optimum Km Vmak
Dendronlar pH Sicaklik (mM) mM.dk™*
2J-AChE 3,65 0,75
Serbest Enzim 8 e 0,12 1,68
2J-HPt-AChE 0,89 0,41
Serbest Enzim 8 o0°C 0,07 4,32
2]-NO2Pt-AChE 44,25 10,98
Serbest Enzim 8 O 0,07 4,32
2]-CH3Pt-AChE 0,33 0,05
Serbest Enzim 4 2P 0,15 1,09
2J-HPd-AChE 0,42 0,34
Serbest Enzim 3 " 0,07 4,32
2J-NO2Pd-AChE 3,46 0,92
Serbest Enzim 8 e 0,12 1,68
2J-CHsPd-AChE 0,28 0,44
Serbest Enzim 8 o0°C 0,07 4,32

5.3.5. immobilize edilen AChE enziminin depolama kararhhig

Dendronlara immobilize edilen AChE (Asetilkolin esteraz) enziminin depolama karalilig
calismalar1 Boliim 4.8.5°de anlatildifi sekilde gerceklestirildi. Immobilize dendronlarin
depolama kararliligina ait grafikler Sekil 5.29°da verildi.



139

100 fm 100 'm 100 t®
*0, L 3 ¢
v - <
X ¢ <
% i 4 80 |
% . 80 . .
= . . *
%60 | *e w0t *3 60 | ‘e
B
[
a 40 | 40 |
20 1 1 J 20 ! ! ! 20 L L !
1 3 5 7 9 1 3 5 7 9 1 3 5 7 9
Zaman/ay

4 : 2J-AChE, pH 8
: 2J-CH3Pd-AChE, pH 8
- 2J-CH3Pt-AChE, pH 8

¢ : 2)-AChE, pH 8
: 2J-HPd-AChE, pH 8
: 2J-HPt-AChE, pH 8

¢ : 2J-AChE, pH 8
: 2J-NO,Pd-AChE, pH 8
: 2J-NO,Pt-AChE, pH 8

Sekil 5.29. immobilize (AChE) ikinci jenerasyon dendronlar icin depolama grafikleri

Depolama kararlilig1 enzimin saklama kosullarina bagli bir parametre olup, 6l¢iimler ayda
bir defa olmak {lizere dokuz (9) ay boyunca tekrarlandi. AChE immobilize edilmis
dendronlar i¢in depolama kararliligi grafikleri incelendiginde, bir ayin sonunda tiim

dendronlarin genel olarak bagil aktivitelerinin %95 oraninda korundugu gozlenmistir.

Dokuzuncu aym sonundaki veriler degerlendirildiginde ise, 2J-AChE dendronunun bagil
aktivitesi yaklasik %60 oraninda korunurken, Pt(Il) ve Pd(I) metali i¢eren dendronlar

bagil aktivitelerinin %75 ini korumuslardir.

Tiim veriler kiyaslandiginda Pd®* iyonu igeren dendronlarin aktifliklerini uzun siire
koruyabildikleri belirlenmistir. Bunun nedeni enzimlerin Pd?* iyonu igeren desteklerle
daha kuvvetli etkilesim i¢inde bulunmasindan kaynaklanabilir. Ayrica immobilize enzimin

konformasyonel kararliliginin daha iyi oldugu s6ylenebilir.



140

Cizelge 5.14. immobilize (AChE) dendronlarm 9 aylik depolama degerleri

Zaman(ay) Bagil aktivite%

Dendron 2.ay 4.ay 6.ay 8.ay 9.ay
2J-AChE 94,70 90,68 82,80 67,80 61,22
2J-HPd-AChE 99,15 92,19 90,50 82,95 78,20
2J-HPt-AChE 98,48 91,20 87,63 82,53 71,09
2J-CH3Pd-AChE 98,87 92,42 91,02 85,13 79,78
2J-CH3sPt-AChE 90,64 86,86 83,75 81,04 76,50
2J-NO2Pd-AChE 98,81 93,52 90,40 80,74 77,57
2J-NO2Pt-AChE 96,58 91,18 85,97 12,27 63,11

5.3.6. Enzim inhibitorii pestisitlerin immobilize AChE enzimi aktifligi iizerine etkisi
ve pestisit tayini

Dendronlara immobilize edilen AChE (Asetilkolin esteraz) enzim aktifliginin inhibisyonu
tizerine pestisitlerin (Imidan fosmet, karbaril ve florokloridon) etkisi Bolim 4.8.6’da
anlatildig1 sekilde gergeklestirildi. AChE immobilize edilmis dendronlarin bagil aktiviteleri

lizerine pestisitlerin etkisi ile ilgili grafikler Sekil 5.30°da verildi.

X ekseninde dalgaboyuna, y ekseninde ise absorbans degerlerine yer verilerek grafikler
(Sekil 5.30) olusturuldu. Pestisitlerin ilavesi ile 412nm dalga boyundaki absorbans

degisimleri Cizelge 5.15, 5.16 ve 5.17°de verildi.
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Dendron Imidan fosmet Karbaril Florokloridon

Abs Abs Abs
1 - 1 - L

~:2J-AChE 0,8 | 08 |

~:10 uL 0,6 0,6
0,4 X
30 uL 04
0,2 0,2
—:50 uL
0
370 420 470
Dalga Boyu
~:2J-HPd-
AChE
—:10 ulL
:30 uL
~:50 uL
370 420 470 370 420 470 370 420 470
Dalga Boyu
Abs
1
:2J-HPt-
AChE 038
—:10 uL 0,6
0,4
:30 uL
0,2
~:50 L AN
o 1 1 -
370 420 470 370 420 470 370 470
Dalga Boyu Dalga Boyu Dalga Boyu

Sekil 5.30. Immobilize (AChE) dendronlarin bagil aktiflikleri iizerine pestisitlerin etkisi
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Abs Abs Abs
1 - 1 ¢ 1 -
—2J-CH3Pd' 0'8 2 0,8
AChE [
06 | 'l 0,6
—:10uL h
0,4 "' " - 014
:30 ulL Ns
0,2 Hw 0,2
370 420 470 370
Dalga Boyu Dalga Boyu Dalga Boyu
Abs Abs Abs
1 - Lr
:2J-CH3Pt- 08 0,8
AChE
0,6 0,6
—:10 },lL 04 0,4
:30 uL 0,2 0,2
0 0
~:50 uL 370 420 470 370 420 470 370 420 470
Dalga Boyu Dalga Boyu Dalga Boyu
Abs Abs Abs
1 -
~:2J-NO,Pd- 0,8
AChE
0,6
~:10 uL
H 0,4
:30 uL 0,2
=50 uL 0
370 420 470 370 420 470 370 420 470
Dalga Boyu Dalga Boyu Dalga Boyu

Sekil 5.30. (devam) Immobilize (AChE) dendronlarin bagil aktiflikleri iizerine pestisitlerin
etkisi
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Abs Abs Abs
1 ¢ Ly 1
~:2J-NOgPt- 0,8
AChE
0,6
~:10 uL
" 0,4
:30 uLL 0,2
50 uL 0 -
370 420 470 370 420 470
Dalga Boyu Dalga Boyu Dalga Boyu

Sekil 5.30. (devam) immobilize (AChE) dendronlarm bagil aktiflikleri iizerine pestisitlerin
etkisi

Imidan Fosmet’in immobilize AChE enzimi iizerine inhibisyon sonuclari

Immobilize (AChE) dendron ve onun substrati olan asetiltiyokoliniyodiir (ATCh) ile
verdigi reaksiyon ortamina, bir OP pestisiti olan Imidan fosmet’i artan hacimlerde (10-50
uL) ilave edildiginde AChE enziminin bagil aktivitesinde belirgin bir diisiis gézlendi. 50
ulL pestisit ilavesinde immobilize dendronlarin bagil aktivitesinin yaklasik % 35’inin

korundugu belirlendi.

Cizelge 5.15. Immobilize (AChE) dendronlarin % bagil aktiflikleri iizerine Imidan
fosmet’in etkisi

Eklenen Pestisit Hacimleri (Imidan fosmet) ve
10 uL 30 uL 50 uL
2J-AChE 91,08% 76,69% 34,24%
2J-HPd-AChE 85,92% 70,38% 37,64%
2J-NO2Pd-AChE 91,45% 74,97% 33,30%
2J-CHsPd-AChE 94,24% 74,29% 43,04%
2J-HPt-AChE 94,34% 56,21% 35,90%
2J-NO,Pt-AChE 91,22% 66,59% 28,28%
2J-CH3Pt-AChE 90,67% 76,22% 42,07%
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Tiim veriler kiyaslandiginda metal iyonu igeren immobilize dendronlardan Pd?* iyonu
icerenin, siibstitliientlar arasinda ise -CH3 grubu igeren immobilize dendronlarin enzim
aktifligini daha iyi korudugu belirlenmistir. Enzim aktifliginin daha iyi korunmasinin
nedeni, enzimin ti¢ boyutlu yapisinin daha iyi korunmasi ve konformasyonel kararliliginin

daha iyi olmasindan kaynaklandig1 soylenebilir.

OP’lar AChE enziminin aktif bolgesindeki Ser200 amino asidinin hidroksil grubuna
kovalent bag ile baglanarak enzimi inhibe ettigi belirtilmektedir [166]. Olusan kovalent
bag zayif ise, inhibisyon geri doniisiimlii olabilir. Fakat fosfat molekiiliinden bir grup

ayriliyorsa inhibisyon geri doniisiimsiiz hale gelir (Sekil 5.31).

0
I
Ry =0—P-0-R;
I 0
0% I
% \ Ry "0'—""—0"2 Ow
] ,
(Aynlan parcasi)
AChE w -’T/ \ °| /
Bagiayic: e ol
anyonik Aktit Etkinligini
boige enzimatik kaybetmig
bdige ACH
OR o OE O-€
CHyP=0 + EOH —~—= rRoh O + H CH,—rlto + X
)I( X
?R (l)-E
CH;—P=0 + EOH Ct'l,-ll>=0 + ROH + H*
O—N=-R R O
Yaslanma
Aktif durum Hidroliz

Sekil 5.31. Organofosforlu bilesiklerin AChE enzim inhibisyon mekanizmasi

Immobilize (AChE) dendron ve onun substrati olan asetiltiyokoliniyodiir (ATCh) ile

verdigi reaksiyon ortamina, bir OP pestisiti olan Imidan fosmet’i artan hacimlerde ilave
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edildiginde AChE enziminin bagil aktivitesinde diislis gozlenmesinin nedeni; Imidan
fosmetin immobilize AChE enziminin aktif bolgesinde bulunan Ser200 amino asidinin
hidroksil grubuna baglanarak geri donilislimsiiz olarak inhibe etmesinden (Sekil 5.32)

dolayidir.



i)

AChE-(serin)-O-Imidan Fosmet

N

Sekil 5.32. Organofosfor bilesigi ile AChE enzimi ile olusan inhibisyon mekanizmasi
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Cizelge 5.16. immobilize (AChE) dendronlarm bagil aktiflikleri iizerine karbaril’in etkisi

Eklenen Pestisit Hacimleri (Karbaril) ve Bagil
10 puL 30 uL 50 uL
2J-AChE 85,66% 75,38% 39,58%
2J-HPd-AChE 83,88% 67,57% 33,46%
2J-NO2Pd-AChE 82,73% 57,92% 37,26%
2J-CHsPd-AChE 87,15% 59,00% 40,15%
2J-HPt-AChE 93,94% 60,92% 42,90%
2J-NO2Pt-AChE 91,89% 68,25% 29,47%
2J-CH3Pt-AChE 87,54% 72,56% 35,85%

Karbaril’in immobilize AChE enzimi iizerine inhibisyon sonuclari

Immobilize (AChE) dendron ve onun substrati olan asetiltiyokoliniyodiir (ATCh) ile
verdigi reaksiyon ortamina, bir Karbamat pestisit olan karbaril’i artan hacimlerde (10-50
uL) ilave edildiginde AChE enziminin bagil aktivitesinde belirgin bir diisiis gozlendi. 50
uL pestisit ilavesinde immobilize dendronlarin bagil aktivitesinin yaklagik % 60’lara varan

kayip gozlendi.

Tim veriler kiyaslandiginda siibstitlientlar arasinda -CHs grubu igeren immobilize
dendronlarin enzim aktifligini daha iyi korudugu sonucuna varilmistir. Enzim aktifliginin
daha iyi korunmasmin nedeni, enzimin ii¢ boyutlu yapisinin daha iyi korunmasi ve

konformasyonel kararliliginin daha iy1 olmasindan kaynaklandigi s6ylenebilir.

Karbamatlar i¢inde, AChE enziminin aktif bolgesinde bulunan Ser200 amino asidinin
hidroksil grubu kovalent bag ile etkilesim sonucunda olusturdugu bag ile enzim inhibe
olur. Olusan bu bag zayif ise, inhibisyon geri doniisiimlii olabilir. Olusan bag kuvvetli ise
inhibisyon geri doniisiimsiiz hale gelir. Geri doniisiimsiiz olan bu inhibisyonda karbamat

molekiiliinden bir grubun ayrildig: diisiiniiliir (Bkz Sekil 5.31).
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Cizelge 5.17. Immobilize (AChE) dendronlarm bagil aktiflikleri iizerine Florokloridon’in

etkisi
Eklenen Pestisit Hacimleri (Florokloridon) ve
10 uL 30 uL 50 uL
2J-AChE 79,29% 52,34% 23,39%
2J-HPd-AChE 78,98% 57,68% 29,95%
2J-NO,Pd-AChE 90,44% 58,73% 24,93%
2J-CH3Pd-AChE 84,39% 62,07% 34,48%
2J-HPt-AChE 84,54% 57,88% 24,66%
2J-NO2Pt-AChE 80,90% 54,38% 20,41%
2J-CH3Pt-AChE 85,30% 61,91% 32,60%

Florokloridon’m immobilize AChE enzimi tizerine inhibisyon sonuclari

Immobilize (AChE) dendron ve onun substrati olan asetiltiyokoliniyodiir (ATCh) ile
verdigi reaksiyon ortamina, bir herbisit olan Florokloridon’1 artan hacimlerde (10-50 pL)
ilave edildiginde AChE enziminin bagil aktivitesinde belirgin bir diisiis gézlendi. 50 pL
pestisit ilavesinde immobilize dendronlarin bagil aktivitesinin yaklagik % 25’inin

korunabildigi goriildil.

Tiim veriler kiyaslandiginda siibstitlientler arasinda -CHs grubu igeren immobilize
dendronlarin enzim aktifligini daha iyi korudugu, -NO:; grubu igeren immobilize

dendronlarin ise enzim aktifliginin daha diisiik oldugu gozlendi.

Calisilan pestisitlere ait kantitatif bir uygulama yapabilmek i¢in, 10-50 pL’deki immobilize
AChE enziminin belirlenen dalga boyundaki absorbans degerlerine (y ekseni) kars1 pestisit
miktarlar1 (X ekseni) yerlestirilerek kalibrasyon grafigi (Sekil 5.33) ¢izildi. Bu grafigin
egiminden yararlanarak absorbans degerinin yariya inebilmesi igin (AChE enziminin
aktifligini %50’ye diislirebilecek) gereken pestisit ¢ozeltisinin pL cinsinden miktar

hesaplandi.
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Dendron Imidan fosmet Karbaril Florokloridon
(1,37 x 10 M) (1,49 x 105 M) (6,41 x 10 M)
Abs Abs Abs
1 - 1r YT
0,8 & 08 L 08 %
L 0,6 K
06 0,6 ’
2J-AChE X X
04 | 04 04 F
X
02 | x 02 02
y =-0,0095x + 0,7847 y =-0,0085x + 0,7581 y =-0,0112x + 0,7296
O ! J O 1 ) O 1 )
0 25 50 0 25 50 0 25 50
pL pL pL
Abs Abs Abs
1l 1 ¢ 1 &
0,8 |- 08 - 0,8 |
X
2J-HPd- 0,6 [ 06 0,6
AChE
0,4 | 04 | 0,4 |
X X
0,2 | 02 | 02 |
y =-0,0109x + 0,9558 y =-0,012x + 0,9662 y =-0,0129x + 0,9342
0 1 ] 0 1 ] 0 1 ]
0 25 50 0 25 50 0 25 50
pL pL pL
Abs Abs Abs
1 - L 1
08 08 08 -
06 06 -
20-HPt- & 06
AChE
014 B 0'4 i 0,4 B
0,2 B OIZ B 0,2 r
y =-0,0098x + 0,729 y = -0,0085x + 0,7081 y =-0,0102x + 0,6975
0 1 J O 1 J O 1 ]
0 25 50 0 25 50 0 25 50
puL puL uL

Sekil 5.33. Enzim aktifligini %50 inhibe eden pestisit miktarlari



150

Abs

2J-CH3Pd-
AChE

Abs

2J-CH3Pt-
AChE

Abs

0,8

0,6
2J-NO2Pd-
AChE 0,4

0,2

i X
y =-0,0098x + 0,9026
0 25 50
pL
X
i X
y =-0,01x + 0,9408
0 25 50
pL
X
3 X
y =-0,0079x + 0,65
0 25 50
pL

Abs

0,8

0,6

0,4

0,2

Abs

Abs

0,8
0,6
0,4

0,2

y =-0,0106x + 0,8489
0 25 50
pL

y =-0,011x + 0,9376

0 25

50
pL

y =-0,0076x + 0,5919

0 25

50
puL

Abs

08

0,6

04 |

0,2
y =-0,011x + 0,8555

o

Abs

0,8

0,6

0,2
y =-0,0121x + 0,9092

Abs

0,8
0,6

04

y =-0,0091x + 0,6302

50
puL

0 25

Sekil 5.33. (devam) Enzim aktifligini %50 inhibe eden pestisit miktarlari
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Abs Abs Abs
1 ¢ 1 1
0,8 0,8
0,6 0,6 |
2J-NO,Pt-
AChE 0,4 04 |
02 + X 02 t X 02 b
y =-0,0111x + 0,8452 y =-0,0112x + 0,8444 0 y =-0,0123x + 0,798
0 L J 0 1 ) 1 J
0 25 50 0 25 50 0 25 50
uL uL uL

Sekil 5.33. (devam) Enzim aktifligini %50 inhibe eden pestisit miktarlar

Cizelge 5.18. Bagil Aktiviteyi 50%’ye indirmek i¢in eklenmesi gereken pestisit hacimleri

Bagil Aktivite 50%
Dendron Imidan Fosmet Karbaril Florokloridon
2J-AChE 4312 uL 45,07 uL 31,66 pL
2J-HPd-AChE 43,56 pL 40,43 uL 35,13 puL
2J-NO,Pd-AChE 4314 pL 37,20 uL 35,27 uL
2J-CH3Pd-AChE 47,96 uL 39,27 uL 38,44 L
2J-HPt-AChE 38,97 uL 42,47 uL 34,35 uL
2J-NO,Pt-AChE 40,29 uL 39,86 uL 32,52 uL
2J-CH3Pt-AChE 48,38 uL 43,69 uL 37,37 uL

Glikoprotein olan Asetilkolinesteraz (AChE), asetilkolin (ACh) /asetiltiyokolini (ATCh)

hidrolizleyen bir enzimdir.

ACh ise sinir impulsu tasima gorevini istlenen, tagima gorevi bittigi anda yikilmasi
gereken bir molekiildiir. Yikim, AChE tarafindan yapilir. Endiistride yaygin olarak
kullanilan bocek oldiiriicii ilaglarin (organikfosforlar, karbamatlar, gibi..) AChE’mn aktif
bolgesine baglanmasi sonucunda, ACh yikimi gerceklesmez. Bu ise, sinirlerle kaslarin
birlesme bolgelerinde, kaslarin sinirlere cevabinin gecikmesine neden olur. Kas ve sinir

arasinda gerekli olan denge bozulur. Hatta hiicrenin yikimi ve canlinin 6liimiine giden
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sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden olur. Bu nedenle pestisitlerin pratik yontemlerle tayin
edilebilmesi insan sagligi acisindan Onemlidir. Bu fikirden yola ¢ikarak hazirlanan
immobilize desteklerin pestisit derisimi tayininde kullanilabilir oldugunu gosteren bir

caligma yaptik.

Kalibrasyon grafiklerinin uygulanabilir olup olmadiginin arastirmasi yapildi. Bunun igin,
derisimi bilinen pestisitin absorbans degeri ile, hazirlanan kalibrasyon grafiginde (Sekil
5.33) ayn1 derisime karsilik gelen absorbans degeri karsilastirildi. Bu karsilastirmanin nasil
yapildigina dair bir Ornek asagida verildi. Florokloridon ile 2J-AChE arasindaki
kalibrasyon grafigi i¢in verilen Sekil 5.33’dikkate alindu.

o8 | ¥=-00112x+0.7296 _
Eklenen miktar: 35 pL

06 Teorik : Ao=0,3750

04 L Deneysel : Ao=0,3858
' %Hata=%2.9

02 [ \\

o . . ul

0o 20 40 60

35

Sekil 5.34. 2J-AChE- Florokloridon’in kantitatif tayini

Stok Florokloridon ¢ozeltisinden 35 pL alindi. 35 pL’nin absorbans degeri 412nm’de
0,3858 olarak ol¢iildii. Kalibrasyon grafiginde ise 35 pL ye karsilik gelen 0,3750 deger ile
karsilastirmas1 yapildi. % 2,9 hatayla kalibrasyon grafiginin uygulanabilir olabilecegi

sonucuna varildi.
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6. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESI

Enzimler, klasik kimyasal katalizorler ile karsilastirildiklarinda genelde kararliliklart diistik
ve pahali katalizorlerdir. “Enzimlerin bu tip sorunlarmin istesinden gelinebilmesi i¢in,
¢coziinmeyen desteklerin iizerine immobilizasyonlarinin saglanmasi ile giderilebilir’. Bu
temel diisiinceyle yeni dendron desteklerin hazirlanmasina yonelik olan tez ¢alismasi iki
ana boliim halinde incelenmistir. Ik béliim ferrosen gdvdeli dendronlarm (1J, 2J) sentezi
tizerinedir. Bu dendronlar birinci ve ikinci jenerasyonlu yapilara sahiptir. Ayrica ikinci
jenerasyonlu olan dendritik yapiya heterosiklik aminlerin (2J; 2-Aminofenol tiirevleri)
eklenmesiyle olusan ¢ozelti ortamindaki Schiff bazlarina Pt(IT)/Pd(Il) iyonlarin tepkimesi
sonucunda (template metoduna gore) genisletilmis ikinci jenerasyonlu dendronlar (2J-HPt,
2J-HPd, 2J-NO2Pt, 2J-NO2Pd, 2J-CH3Pt, 2J-CH3Pd) sentezlenmistir. Yapilart ¢esitli

spektral yontemlerle agiklanmugtir.

Tez ¢alismasinin ikinci boliimii ise, enzimin immobilizasyonu ve pratik uygulamalar
iizerinedir. Immobilizasyon ¢alismasinda kullamlan enzimler GOx ve AChE’dir. Bu
boliimde, enzimlerin serbest haldeki %bagil aktivitesi ile genisletilmis ikinci jenerasyon
dendrimerlerine immobilize olan GOx, AChE enzimlerin %bagil aktivitesine etki eden
cesitli parametreler incelenmistir. incelemeler sonucunda elde edilen bulgular asagida

verilmistir.

e Dendronlarin DMSO, asetonitril gibi polar ¢oziiciilerde iyi ¢éziliniirken, CCls ve benzen
gibi apolar ¢oziiclilerde ¢ozlinmedigi (Cizelge 4.1) goriildii.

e Jenerasyon sayisinin  artmasiyla erime noktalarinda  diisiis  gozlenirken
coziinlirliiklerinde artis gozlendi.

e Metal igeren dendronlarin erime noktalari kiyaslandiginda, Pd(Il) iyonu igeren
dendronlarin  Pt(I) iyonu igeren dendronlarinkinden daha diisiik oldugu,
¢oziiniirliiklerinin ise daha iyi oldugu goézlendi.

e Farkli siibstitiientlere sahip dendronlarin erime noktalar1 kiyaslandiginda, -NO»
stibstitiientlerini igeren dendronlarin -CH3 siibstitiientlerini igeren dendronlara kiyasla
daha yiiksek oldugu goriildi.

e Serbest GOx enzimi igin enzim aktifliginin maksimum oldugu optimum pH degeri 5,

optimum sicaklik degerleri 30 ve 70°C iken, calisilan immobilize dendronlarin
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optimum pH degeri 4-8 araliginda degisirken, optimum sicakligin 40-80°C araliginda
oldugu goriildii.

Yiiksek sicakliklardaki enzim uygulamalarinda (80°C) ve notral ortamda (pH7)
kullanilacak immobilize dendron 2J-HPd-GOx’dur.

Yiiksek sicakliklardaki enzim uygulamalarinda (80°C) ve asidik ortamda (pH6)
kullanilacak immobilize dendron 2J-CHsPd-GOx’dur.

Diisiik sicakliklardaki enzim uygulamalarinda (40°C) ve asidik ortamda (pH4)
kullanilacak uygun immobilize dendron 2J-GOx’dur.

Disiik sicakliklardaki enzim uygulamalarinda (50°C) ve bazikortamda (pHS8)
kullanilacak uygun immobilize dendron 2J-NO2Pd-GOx’dur.

Sulu ortamda immobilize dendronlarin onuncu (10.) tekrar kullanimindan sonra okunan
%bagil aktivite 85 iken, yapay idrar ¢ozeltisi ortaminda bu degerin 55 oldugu goriildii.
Tekrarlanabilirlik iizerine yapilan bu calismada ¢oziicii ortami degistirildiginde
kullanim sayilarinda azalmalar olsa da, desteklerimizin farkli ortamlarda da
kullanilabilir oldugu sonucuna varildi.

GOx ile immobilize olan dendronlar arasinda 12. aym sonunda Pt?* iyonu igeren
dendronlarin aktifliklerini daha iyi korudugu goriildii.

Serbest AChE enzimi i¢in enzim aktifliginin maksimum oldugu optimum pH degeri 8,
optimum sicaklik degeri 40°C iken, calisilan immobilize dendronlarin optimum pH
degeri 8, optimum sicakliklarinin 50-70°C araliginda degistigi gortldii.

Yiksek sicakliklardaki enzim uygulamalarinda (70°C) ve bazik ortamda (pHS8)
kullanilacak immobilize dendronlar 2J-AChE ve 2J-NO2Pd-AChE’dir.

Diusiik sicakliklardaki enzim uygulamalarinda (50°C) ve bazik ortamda (pHS8)
kullanilacak uygun immobilize dendron 2J-CH3Pt-AChE’dur.

Tekrarlanabilirlik iizerine yapilan ¢alisma sonucunda ise kullanilabilirligi en yiiksek
dendronun 2J-CH3sPt-AChE oldugu sonucuna varildi.

Immobilize desteklerin pestisitler iizerine etkileri incelendiginde ise Imidan Fosmet’e
kars1 en dayanikli destegin 2J-HPt-AChE dendronu oldugu goriilirken, Karbaril igin bu
destek 2J-NO2Pd-AChE, Florokloridon i¢in de 2J-AChE oldugu sonucuna varildi.
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7. ONERILER

Inorganik dendronlarimn birgok alanda kullanim potansiyeli olmasi nedeni ile dnemli makro
molekiillerdir. Ozellikle farmakoloji, tip, elektronik optik, kataliz, biosensér gibi alanlarda
kullanilabilmeleri nedeniyle hem saglik hem de endiistri alaninda uygulanabilir olabilecegi
onerilmektedir.

Hazirlanan dendronlarda cesitli donér atomlarin bulunmasi nedeniyle bir ¢ok metal ve
ametallerle kompleks yapabilecegi i¢in, metal ve ametal iyonlarin uzaklastirilmasinda
kullanilabilecek bir sensor hazirlanmasinda Onerilebilir. Bu dendronlara enzimin
immobilize edilmesi sonucunda enzimin aktifligini korumasi nedeniyle biyosensor

alaninda da kullanilabilecegi 6nerilmektedir.

Bundan sonraki g¢aligmalara isik tutmasi amaciyla tez calismasi degerlendirildiginde;
hazirlanan dendronlara farkli enzimlerin immobilize edilebilecegi, medyatérlerin 6nemli

oldugu tiim ¢alismalarda kullanilabilecegi (kanda , idrarda, ..) onerilmektedir.

Calisilan AChE ile immobilize dendronlarin pestisit tayininde kullanilabilirligi iizerine
olan caligmanin basarili olmasi1 nedeniyle diger pestisitler i¢inde uygulanabilecegi
sdylenebilir. immobilize (GOx, AChE) dendronlarin cesitli kataliz reaksiyonlarinda
kullanilabilecegi gibi kantitatif ve kalitatif tayinlerde de kullanilabilecegi onerilmektedir.

2

GOx enzimin raf omriinii uzatmak i¢in; Pt“" iyonu igeren, AChE enziminin raf omriinii

uzatmak igin ise Pd?* iyonu iceren dendronlarin hazirlanmas énerilmektedir.

Ik kez bu tez ¢alismasinda hazirlanan dendronlara immobilize edilen enzimlerin depolama
kararliligi ve tekrarlanabilirliginin daha iyi lyilestirilmesi i¢in buna benzer Yyeni

dendronlarin hazirlanabilecegi onerilebilir.
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EK-2. 2J-HPd dendronunun FT-IR spektrumu
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EK-3. 2J-NO2Pt dendronunun FT-IR spektrumu
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EK-4. 2J-NO2Pd dendronunun FT-IR spektrumu
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EK-5. 2J-CH3sPt dendronunun FT-IR spektrumu
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EK-6. 2J-CHsPd dendronunun FT-IR spektrumu
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EK-7. Elementel analiz sonug raporlari
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ANALYSIS REPORT

DENEY SONUCLARI — ANALYSIS RESULTS

Numune Bilgileri Numune Adi %C %H %N %S
01-FeM-14414 01 45,02 4,12 35,05 -

02-FePt-14414 02 40,39 3,47 9,89 0,10
03-FePt(Il)-14414 03 34,99 3,49 10,34 -
04-FePt(IV)-14414 04 32,97 3,02 9,65 -
05-1Fe2M-14414 05 53,18 5,50 18,91 -
06-FEM-14414 06 52,13 5,03 26,30 -

Bu rapor, MERLAB’ in yazil izni ol

q

reports without asignature are unvalid.
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New nanospheres have been prepared with Pt** and Pt** for compare enzymatic properties of glucose
oxidase enzyme (GOx). In this study nanoparticles, (aminomethyl )polystyrene (APS), 2-hydroxy-5-
methylbenzaldehyde and P**/Pt** have been synthesized by means of template and investigated the
enzymatic properties of glucose oxidase enzyme (GOx) immobilized on there. The characteristics of the
immobilized glucose oxidase (APS-Pt**-GOx and APS-Pt**-GOx) enzyme showed one optimum pH
value. The influence of temperature, reusability and storage capacity on the free and immobilized
glucose oxidase enzyme have been investigated. It is found that nanosphere including platinium atom
exhibits excellent performance as the immobilized supporter of GOx, the immobilized enzyme
demonstrates perfected storage and recycling stability. APS-Pr**-GOx retains more than 30% of the
initial activity after 32 successive cycles, which is a remarkable result.

© 2014 The Korean Society of Industrial and Engineering Chemistry. Published by Elsevier B.V. All rights

reserved.

Introduction

Recenty there has been a considerable interest in the material
chemistry of nanoparticules involving metal ion because of their
potential medicine and industrial applications [1,2]. The use of
nanoparticules in medicine and more specifically drug delivery is
set to spread rapidly [3]. Nanoparticules involving metal ion play a
very important role not only in chemical reactions (enzymatic
reactions) in the human body but also in industrial chemical
processes |4). Nanoparticules have been recognized as effective
enzyme loading, because they offer the special and fascinating
characteristics for balancing the key factors that determine the
biocatalyst efficiency, including high specific surface area [5].

Determination of Glucose is important in many areas, from
clinical studies to industrial productions. Researchers are devel-
oping new methods for the last decade due to rapid determination
of glucose and control is significant. In view of these, nanoparticule
structures have attracted great attention in preparing advanced
materials [6]. Metal nanoparticles have been extensively utilized
due to their extraordinary catalytic activities for both oxidation
and reduction reactions, Among them, Pt nanoparticles were one of

* Corresponding author. Tel.: +90 312 2021157; fax: +90 312212 22 79,
E-mail address: nursens@gaziedutr (N. San).

hetp:/fdx dol.org/10.1016/jjiec.2014.10.031

the mostly used for immobilization of enzymes for the investiga-
tion biocatalyst due to their unique properties such as electro-
catalytic ability [7].

Although glucose oxidase enzyme has attracted interests in the
varying process, this enzyme is unstable due to its complex
molecular structure. Therefore, a number of immobilization
techniques have recently been investigated to improve its
stabilities. Immobilization of enzymes onto polymeric nanosphere
is the most useful strategy to improve the operational stability of
biocatalysts [8,9]. Other benefits are obtained as well, such as
better operational control, ease of product recovery without
catalyst contamination [8].

Recently, Singh et al. reported that Hybrid xerogel as an
effective carrier support for glucose oxidase. They noted that was
loss in bioactivity up to six cycles of recycling of Hybrid xerogel-
GOX [10]. Arslan et al., immobilized glucose oxidase (GOx) onto
polyaniline-polyvinylsulfonate film without any cross linking
agents or modifiers [11]. Guo and coworkers immobilized GOx
on iron oxide nanoparticles [12] prepared via a coprecipitation
method.

Polymers such as polystyrene, poly(vinyl alcohol), poly{ethyl-
ene oxide) can be covalently linked with enzymes, resulting in
surfactant-like giant molecules that have the ability to form
catalytic molecular layers at the interface of agueousjorganic
biphasic systems [13-16].

1226-086X/© 2014 The Korean Society of Industrial and Engineering Chemistry. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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A good novel double ferrocene-tagged nanomaterial is designed for glucose determination and its recycling stability. Double
Ferrocene-tagged nanomaterial displays higher catalytic activity toward the glucose oxidation than non-ferrocene-tagged nanoma-
terial. In this study novel nanoparticles including double ferrocene, N-{2-[Bis(2-aminoethyl)amino]ethyl }aminomethyl-polystyrene

(2AEPS) and ferrocene aldehyde (Fc) have been synthesized by means of condensation and investigated the enzymatic properties of

glucose oxidase enzyme (GOD) immobilized on there. Double ferrocene-tagged nanomaterial-GOD shows high reusability and
storage capacity and fast incubation time determination of glucose. 2AEPSFc-GOD retains more than 15% of the initial activity

after forty five successive cycles, which is a perfect performance.

Ghuconic
acid 2AEPS-Fc;
Glucose
Glucose

support mediator-enzyme layer solution enviroment

Keywords: Biocatalysis, ferrocene-tagged, glucose oxidase, nanospheres, recycling stability

1. Introduction

In recent year, enzyme immobilization on nanospheres has
been extensively studied due to its small size and large
surface area [1]. Support materials involving nanospheres
are useful the strategy to improve the operational stability
of immobilization [2]. There are easier operational control
and ease of product recovery without catalyst contamination
with this strategy.

Address correspondence to: Nursen Sari, Department of
Chemistry, Gazi University, 06500 Ankara, Turkey. E-mail:
nursens(@gazi.edu.tr

Color versions of one or more of the figures in the article
can be found online at www.tandfonline.com/gpom.

The last 20 years, chemically modified nanospheres
have been employed for the determination of various
materials and application [3,4]. Norman et al. [5] pion-
eered the development of nanomaterial-based polystyrene
in 1993, Neal et al. [6] have developed physical and
biological properties of polystyrene nanospheres with
radiolabeled. In recent years, there has been increasing
interest in enzyme immobilization of nano- and micro-
particles due to easier operational control. Surface modifi-
cation using some functional groups has been shown to be
useful for the immobilization of enzymes to the surface of
the nanospheres or microspheres [7,8]. Many nanospheres
or microspheres have been investigated for immobilize of
Glucose oxidase (GOx) enzyme. Xian and Ming [9]
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Abstract: New nanosphere supports were prepared and characterized for the immobilization of glucose oxidase
from Aspergillus mger Nanoparticles ((APS-tio), (APS-tioCHs), and (APS-tioCl)) modified (anunomethyljpolystyrene
(APS) with some tyophenealdehyde denvatives were synthesized by means of condensation and we mvestigated the enzy-
matic properties of glucose oxidase enzyme (GOx) immobilized on them Modified polystyrene was characterized by IR
spectra. gel permeation chromatography and scanning electron microscopy. Immobilized GOx on (APS-tioCH;) showed a
optmum pH, whereas immobilized GOx on (APS-tio) and (APS-ti0Cl) performed the optinm condition at two pHs.

Keywords: biocatalysis, crystal, glucose oxidase, nanospheres.

Introduction

Immobilization of enzymes onto polymenc microsphere
15 the most useful strategy to improve the operational stabal-
ity of biocatalysts.' Other benefits are obtamned as well. such
as better operational control, ease of product recovery without
catalyst contamination' So. we have witnessed extensive
efforts in incorporating enzymes with various nanostuctured
materials, such as immobilization on inorganic or organic
nanoparticles, encapsulation of the enzyme mio sol-gel mateni-
als. ™ Immobilization of enzymes is very important for many
industnal applications, e.g., food, medicine, pharmacology,
efc.

Glucose oxadase converts glucose to gluconic acid, which
have wide applications m pharmaceutical mdustry as a bio-
sensor for the enzymatic determination of glucose i diabe-
tes and the fermentation of liquor, and m the food mdustry
for the removal of glucose and shelf life of various products **
Although glucose oxidase enzyme has attracted mterests in
the varying process, this enzyme 1s unstable due to its com-
plex molecular structure. Therefore, a number of mmmobali-
zation techmques have recently been investigated to improve
1ts stability. Today still, different methods have been used for
enzyme immobilization ™ During immobilization_ the enzyme’s
active center must be protected. When an enzyme 1s attached
to the support. the functional groups. which are located at
the active site of the enzyme and responsible for the catalysis
reaction. should not be mvolved in the immobilization pro-
cess and therefore remain potent. ' Polymeric support should
have functional groups like hydroxyl, carboxyl. anuno, efc..

*Corresponding Author. E-mail: nursens@gazi.edu.tr

@mmmmo{m

for binding the enzymes. Hydroxyl groups in GOx having
carbohydrate chains are connected by hydrogen bonds to
polymenc support mcluding O, N, and S atom. Polymenc sup-
port should have functional groups like hydroxyl, amne,
mmne, efe., for binding the enzyme. As 1s known, enzyme
inmmobilization by adsorption mnvolves interactions between
the support and the enzyme such as 1omc, hydrogen bond-
ing and Van Der Waals forces !

Huang and coworkers immobihized GOx on Fe;04/510,
magnetic nanoparticles (FSMNS) as different from polymers.”
Li and Guo immobilized GOx on sphere-nanostructured
conducting polymer/metal oxide composite for biosensor.”
Polymers such as polystyrene (PSt), can be covalently linked
with enzymes, resulting in surfactant-like giant molecules
that have the ability to form catalytic molecular layers at the
interface of aqueous/organic biphasic systems.'** Arslan et
al., immobilized glucose oxdase (GOx) onto polyamline-
polyvinylsulfonate film without any cross linking agents or
modifiers.*** Chen and coworkers immobilized GOx onto
chitosan-graft-polyaniline polymers. "

As a continuation of our study on nanoplatforms mclud-
g -CH=N- group. to mvestigate the effect of hydrogen bond
thiophenealdehyde and it’s derivatives mvolving -Cl and -CH;
group. To prepare such a polymeric support, the (amino-
methyl)polystyrene (APS) reacted with tyophenealdehyde.
3-Methyl tyophenealdehyde and 5-Nitro-tyophenealdehyde
(Figure 1) by means of condensation method. Furthermore,
first time faced mn this study formed crystal structures on
nanosphere support (Figure 2). As far as we know, there 1s
no formed crystal on nanosphere.

o
‘21 Springer
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Abstract

The present study Is focused on evaluating the antimutagenlic
propertlesof Schiffbases and Mn(lll) complexes with L-Threonine,
L-Serine and L-Tyrosine, which have antimicroblal actvity. These
shx compounds were Investigated for antimutagenic propertles
agalnst Aflatoxin Bi (AFBi1) by the micronucleus (MN) assay In a
human lymphocyte cell culture in vitro. The protective role of
these compounds agalnst AFBi-Induced MN Is probably related
to Its doses. A mechanism has been proposed to reduce the
effect of AFBI.

Keywords: antimicrobial properties, aflatoxin Bi,
Mn(lll) complexes, mutagenicity

Introduction

Many amino acid derivatives possess a wide variety of
pharmacological activities (Kuhl et al. 2005). Amino acids
hold promise as ideal targets for tumor imaging. They are
necessary for the continuous, sustained, and uncontrolled
growth of tumor cells. Studies have demonstrated that
malignant tumors can be detected with high sensitivity and
specificity, by imaging their increased metabolic rates for
amino acids. Therefore, many natural and artificial amino
acids have been radiolabeled for positron emission tomog-
raphy (PET) imaging of tumors (McConathy et al. 2002).
Recently, several studies have demonstrated that certain
amino acids (such as cysteine, glycine, tryptophan, lysine,
arginine, glutamine, and alanine) show an antimutagenic
effect, tested by different systems (Roy et al. 2002, Tavares
et al. 1998, and Handique and Aprem 1997). However, no
report so far has demonstrated the protective effect of these
compounds against AFB1 genotoxicity. AFB1 is the most
potent of the naturally occurring mycotoxins. The activa-
tion of AFB, on organisms, initiated by the oxidation of the
8,9-vinyl ether bond, is shown in Figure 1. AFB, in itself is
not dangerous, but is metabolized by the body, ultimately
producing a carcinogenic metabolite. Oxidized AFB, may

bind to nuclear DNA, resulting in nuclear damage due to
electrophilic attack on the N7 position of guanine of DNA
and RNA (Mclean and Dutton 1995).

Molecules attached with amino acids have wide applica-
tions for the synthesis of drugs as antimutagenic and antibac-
terial agents. Therefore, there is considerable interest in the
synthesis and characterization of these compounds. How-
ever, drug resistance against antimutagenic/antibacterial
agents may pose a problem in their use for medical purposes.
The problem could be overcome by the preparation of metal
complexes by a process of chelation, with the coordination
of transition metal ions. It is well known that N and O atoms
play a key role in the coordination of metals. Liping et al.
have studied the inhibitory activity of oxovanadium (IV)
complexes with amino acid-Schiff base, against human
tyrosine phosphatase 1B in vitro (2011). Zasukhina et al., have
studied the antimutagenic activity of compounds including
nitrogen (2003). Many research studies have demonstrated
that the genotoxicity of some metal salts (e.g. Cd(II), Ni(II),
Pt(11), efc.) might depend on the phase of the cell cycle in
human lymphocytes (Hartmann and Hartwig 1998, Snow
1992, Coluccia et al. 1984).

We know that one of the major challenges in medical
and drug delivery is the development of new antimuta-
gens, because they have good prospects of practical use in
preventing delayed negative effects of mutagens induced in
humans, the most important of which are the high preva-
lence of hereditary diseases and cancer (Zasukhina et al.
2003). Therefore, the purpose of this study was to inves-
tigate the antimutagenic effects of Schiff bases attached
with L-Serine and L-Threonine, and L-Tyrosine, and their
Mn(III) complexes, on human peripheral blood in vitro,
by the micronucleus assay. Furthermore, antimicrobial
activity was tested in the ligands and complexes by the well-
diffusion method. First of all, amino acid-Schiff bases were
synthesized by using the condensation methods. Then, their
Mn(I1I) complexes were synthesized by means of a template
method (Figure 2).

Correspondence: Nursen Sari, Department of Chemistry, Gazi University, Ankara, Turkey. E-mail: nursens@gazi.edu.ir
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Immobilization of acetylcholinesterase on Pt(i)
and Pt(iv) attached nanoparticles for the

16865 determination of pesticides

E. Hasanoglu Ozkan,® N. Kurnaz Yetim,®® H. Tamtiirk? and N. Sari*®

Ptl) and Ptiv)-tagged nancparticles have been synthesized accerding to the template method for the
identification of pesticides. Their morphologies have been investigated using scanning electron
microscopy and characterized by means of spectral measurements. Then, acetylcholinesterase (AChE)
was immobilized onto the nancparticles. The AChE immebilized Pt(n) and Pt(n-tagged nanomaterials
show high reusability and storage capacity. The catalytic activity of AChE followed Michaelis—Menten

Received 4th August 2015,
Accepted 27th August 2015

DOI: 10.1039/c5dt03004h

wwwirsc.org/datton insecticide, was examined.

1. Introduction

The importance of acetylcholinesterase (AChE) in the trans-
mission of nerve impulses is very well known. Its inactivation
is possible by means of some pesticides and heavy metals.
Inactivation occurs via the hydroxyl groups of serine in the
“active site” of acetylcholinesterase (AChE)." For this reason, it
is important to develop accessible methods for the rapid detec-
tion of some pesticides and heavy metals. In recent years,
studies based on the immobilization of AChE have been
reported by many authors™ because it forms the basis of bio-
sensors. AChE biosensors have been used to detect unknown
toxic mixtures, but there are some problems with the identifi-
cation of toxic mixtures in samples. Therefore, new methods
are being investigated by authors. One of these methods is the
immobilization of enzymes onto nanospheres. There has been
an increase in studies on enzyme immobilization on nano-
spheres due to their small size and large surface area.™” Nano-
spheres are useful for improving the operational stability of
immobilization. Therefore enzyme immobilization into or
onto various nanoparticles has been proposed and reported.
We can see that various nanomaterials have been investigated
for the immobilization of acetylcholinesterase (AChE).
Especially, the immobilization of AChE on nanomaterials of

“Department of Chemistry, Faculty of Science, Gazi University, 06500 Teknikokullar,
Ankara, Turkey. E-mail: nursens@gazi edutr; Fax: +90-312-212 22 79;

Tel: +90-312-202 11 57

garklareli University, Faculty of Arts and Science, Department of Chemistry,
Kurkareli, Turkey

This joumal is © The Royal Society of Chernigtry 2015

kinetics. Assays for enzyme activity measurements demonstrate that the nanospheres tagged with Pt{u)
have a much better performance than those with Pt(v). Furthermore, whether or not there was any inter-
action between the immobilized enzyme and 1-naphthyl-N-methylcarbamate, which is a carbamate

noble metals (such as gold and silver) or carbon nanospheres
is common.®”

After Norman et al” pioneered the development of nano-
material-based polystyrene in 1993, many researchers have
since developed the immobilization properties of polystyrene
nanospheres.” "' One method to achieve immobilized species
is covalent immobilization. The covalent immobilization of an
enzyme can protect its conformation, thus leading to better
activity and stability."?

In the present work, by taking advantage of the coordi-
nation band in between the enzyme and metal ion, and to
improve the recycling stability performance for the deter-
mination of hazardous materials, a new support has
been prepared, as illustrated in Fig. 1 and 2. And then, acetyl-
cholinesterase was immobilized on the Schiff base and Pt(n)/Pt{v)
nanoparticles (Fig. 4A).

The experimental results showed that the prepared Pt(u)
and Pt(w) attached nanoparticles had high sensitivity and
good usability. We can say that this support, including plati-
num ions is a good candidate for the immobilization of AChE
to detect hazardous materials.

2. Experimental
2.1. Materials and methods

4-Benzyloxybenzaldehyde { polymer-bound), tryptophan, acetyl-
cholinesterase (Type C3389, from electric eel, 518 units
per mg, 10KU), 5,5"-dithiobis(2-nitrobenzoic acid), acetylthio-
choline iodide and 1-naphthyl-N-methylcarbamate were purchased

Daiton Trans, 2015, 44, 16865-16872 | 16865
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